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RESUMO

As fosfolipases A, secretorias (sPLA,, EC 3.1.1.4) hidrolisam a ligacdo éster
sn-2 dos fosfolipidios, liberando acidos graxos e lisofosfolipidios. A expressao
destas enzimas esta elevada em diversas condi¢cGes patolégicas como, artrite
reumatoide, sepse, aterosclerose e cancer. Além disto, as sPLA,s sdo os
principais componentes toxicos dos venenos de algumas serpentes, sendo 0s
principais responsaveis pelo dano tecidual local. A harpalicina 2 é uma
isoflavona isolada das folhas de Harpalyce brasiliana Benth., uma raiz-de-cobra
utilizada na medicina popular do Nordeste para tratar envenenamentos por
serpentes e condi¢cdes inflamatérias. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito da harpalicina 2 nas atividades enzimatica, edematogénica e miotdxica
de sPLA,s isoladas dos venenos de Bothrops pirajai (PrTX-1ll), Crotalus
durissus terrificus (Cdt F15), Apis mellifera (Apis) e Naja naja (Naja). Além
disso, o efeito sobre agregacdo plaquetaria induzida pela piratoxina-lll (PrTX-
[II) em decorréncia do tratamento com a harpalicina 2 também foi avaliado. A
harpalicina 2 inibiu todas as sPLA2s testadas, com percentuais de inibicdo de
58,7, 78,8, 87,7 e 88,1 % para PrTX-Ill, Cdt F15, Apis e Naja, respectivamente.
A primeira fase da atividade edematogénica induzida pela administracdo das
sPLA,s também foi inibida pela harpalicina 2, assim como a miotoxicidade.
Quando avaliada especificamente sobre a PrTX-lll, em comparacdo com 0s
inibidores padrao, acido aristolochico (Aris Ac) e brometo de p-bromofenacila
(p-BPB), a ICso da harpalicina 2 sobre a atividade enzimatica foi de 11,34 +
0,28 pg/mL. Alteracdes conformacionais como um leve desenovelamento e a
transicdo da forma dimérica para monomérica também foram observadas apos
o tratamento com a harpalicina 2, sem contudo alterar a massa da proteina.
Nos experimentos de agregacdo plaquetaria, a harpalicina 2 incubada
previamente com a PrTX-lll inibiu a agregacdo quando comparada a proteina
nao tratada. O efeito inibitério do acido aristoléchico e do p-BPB foram menores
do que os da harpalicina 2, que também inibiu a agregacao induzida pelo acido
araquidénico. Os resultados de docking, obtidos utilizando as estruturas
cristalograficas das sPLA,s oriundas do Protein Data Bank, revelaram uma
tendéncia entre os valores dos GOLD scores e 0s percentuais de inibicdo da
atividade enzimética e de agregacdo plaquetaria, apontando a formacdo de
ligacbes de hidrogénio entre a harpalicina 2 e residuos importantes do sitio
ativo das sPLA,s, como a histidina-48. Em conclusdo, estes resultados
mostraram o efeito inibitério da harpalicina 2 sobre as atividades enzimaticas e
toxicas das sPLA,s, corroborando, em parte, o uso da H. brasiliana na
medicina popular.

Palavras-chave: Harpalyce brasiliana, harpalicina 2, fosfolipase Az, veneno



ABSTRACT

Secretory phospholipases A, (sPLA2, EC 3.1.1.4) hydrolyses the sn-2 ester
bond of phospholipids, releasing fatty acids and lysophospholipids. The
expression of these enzymes is found to be elevated in many pathological
conditions, such as rheumatoid arthritis, sepsis, atherosclerosis, and cancer.
Moreover, sPLA,s are the main toxic components of some snake venoms,
being the mainly responsible for the local tissue damage. Harpalycin 2 is an
isoflavona isolated from the leaves of Harpalyce brasiliana Benth., a snakeroot
used in folk medicine to treat snake bites and inflammation in Northeast of
Brazil. The aim of this study was evaluate the effect of harpalycin 2 in the
enzymatic, edematogenic, and myotoxic activities of sPLA,s isolated from
Bothrops pirajai (PrTX-1ll), Crotalus durissus terrificus (Cdt F15), Apis mellifera
(Apis), and Naja naja (Naja) venoms. Futher, the effect on the platelet
aggregation induced by PrTX-Ill as a result of the treatment with harpalycin 2
was also evaluated. Harpalycin 2 inhibited all sPLA,s tested, with inhibition
percentages of 58.7, 78.8, 87.7, and 88.1 % for PrTX-Ill, Cdt F15, Apis, and
Naja, respectively. The early phase of the edema induced by sPLA,s
administration was also inhibited by harpalycin 2, as well as the myotoxicity.
When assayed specifically with the PrTX-Ill, in comparison with two standard
sPLA, inhibitor, aristolochic acid (Aris Ac) and p-bromophenacyl bromide (p-
BPB), the ICs, of harpalycin 2 on the enzymatic activity was 11.34 = 0.28
pg/mL. Conformational changes as a slightly unfolding and the transition from
the dimeric to the monomeric form were also observed after treatment with the
harpalycin 2, with no changes in the molecular mass of the protein. In the
platelet aggregation assays, the harpalycin 2 incubated with the PrTX-lll
inhibited the aggregation when compared to the untreated protein. The
inhibitory effect of Aris Ac and p-BPB were lower than that of harpalycin 2,
which also inhibited the aggregation induced by arachidonic acid. The docking
results, using the crystallographic structures of the sPLA,s taken from the
Protein Data Bank, showed a trend between the GOLD scores and the
percentages of catalytic activity and platelet aggregation inhibition, showing the
formation of hydrogen bonds between harpalycin 2 and important residues in
the active site of the sPLA,s, as His48. In conclusion, these results showed the
inhibitory effect of harpalycin 2 on the enzymatic and toxic activities of SPLA,s,
corroborating, at least in part, the use of H. brasiliana in folk medicine.

Keywords: Harpalyce brasiliana, harpalycina 2, phospholipase A,, venem
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1. Introducéao

As plantas medicinais séo utilizadas desde os primérdios da humanidade
para o tratamento de enfermidades que acometem homens e animais, desde
simples ferimentos e processos inflamatérios a envenenamentos por animais
peconhentos como serpentes e insetos (MORS, 2000). As propriedades curativas
das plantas dependem em grande parte da presenca de substancias oriundas de
seu metabolismo secundario — ou especial, como alguns autores preferem chamar —
pertencentes a classes quimicas diversas, como os alcaloides, terpenoides e
flavonoides (CSEKE et al., 2006; EVANS, 2009).

Os flavonoides sdo um grupo de compostos fendlicos amplamente
distribuidos no reino vegetal, principalmente nas angiospermas, onde apresentam
uma enorme diversidade estrutural. Eles sdo divididos em trés classes principais: 0s
flavonoides, os isoflavonoides e os neoflavonoides. Os dois primeiros sendo 0s mais
relevantes (GARCIA-LAFUENTE et al., 2009; PRASAD et al., 2010).

Vérias atividades farmacolégicas sao relatadas na literatura cientifica para
ambas as classes de flavonoides como, por exemplo, atividade anti-inflamatoria,
antioxidante, antialérgica, antiviral e anticancer (GARCIA-LAFUENTE et al., 20009;
HAVSTEEN, 2002). Diversos trabalhos tém mostrado a atividade antifosfolipase A,
de flavonoides como a rutina (LINDAHL; TAGESSON, 1997), a morina (IGLESIAS et
al., 2005) e a quercetina (COTRIM et al., 2011; CHIOU et al., 2012). No entanto,
apenas poucos trabalhos relatam essa atividade para isoflavonoides (DHARMAPPA
et al., 2010).

As fosfolipases A, (PLA;) sdo uma classe de enzimas (EC 3.1.1.4) que
catalisam a hidrolise da ligacdo éster no carbono 2 do glicerol dos fosfolipidios
produzindo lisofosfolipidios e acidos graxos livres, 0s quais servem de substrato
para sintese de eicosanoides pro-inflamatorios — juntamente com espécies reativas
de oxigénio - e de fator de agregacao plaquetaria (PAF) (BOYANOVSKY; WEBB,
2009; LAMBEAU; GELB, 2008; NANDA et al., 2007).

Elas s&o divididas em quatro classes principais: as fosfolipases A,
secretorias (sPLA,), as citosélicas (CPLA,), as idependentes de Ca** (iPLA,) e as
associadas a lipoproteinas (LpPLA)). A classe das sPLA,s é subdividida em dez

grupos — conforme discutiremos adiante — varios dos quais estdo envolvidos em
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doencas inflamatérias, como sepse, aterosclerose, artrite reumatdide e céancer,
desempenhado papéis nao totalmente esclarecidos até o momento (BURKE;
DENNIS, 2009; DHARMAPPA et al., 2009; HAMAGUCHI et al., 2003).

Além do envolvimento nos processos inflamatérios mencionados, as
sPLA,s sdo constituintes toxicos de diversos venenos animais, principalmente de
serpentes, cobras e abelhas. As sPLA,s presentes nos venenos compartilham
caracteristicas estruturais com as sPLA,s de mamiferos, principalmente as
pertencentes aos grupos IA e lIA — incluindo as humanas — sobretudo em relacéo ao
sitio ativo, o que as torna, por esse motivo, ferramentas Uteis para o estudo de
inibidores de sPLA,s (BOYANOVSKY; WEBB, 2009; BURKE; DENNIS, 2009;
DHARMAPPA et al., 2009; HAMAGUCHI et al., 2003; LAMBEAU; GELB, 2008;
NANDA et al., 2007).

A administracdo exdgena dessas enzimas a animais de experimentagéo
induz uma resposta inflamatéria similar aquela observada com a administracdo das
sPLA,s enddgenas, além de provocar respostas mais especificas, como a necrose
muscular e neurotoxicidade (COTRIM et al., 2011; GIL et al., 1997). Além disso, 0
namero de estruturas cristalograficas depositadas em bancos de dados, como o
RCSB Protein Data Bank (PDB) é bem maior para as sPLA,s de venenos que para
as de mamiferos, principalmente se forem humanas, devido a quantidade e
facilidade de isolamento das primeiras em relagcéo as ultimas.

A terapéutica anti-inflamatoéria atual baseia-se principalmente no emprego
de anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES), os quais inibem as enzimas ciclo-
oxigenases-1 e -2 (COX-1/2) e lipoxigenases (LOX), e possuem efeitos adversos
sérios, como sangramentos, danos a mucosa gastrica e complicacdes
cardiovasculares. Além destes problemas, os inibidores de COX-1/2 e LOX néo
regulam a producdo de fator de agregacdo plaquetaria (PAF), o qual continua
alimentando a resposta inflamatéria (BOYANOVSKY; WEBB, 2009; LAMBEAU,
GELB, 2008).

Neste cenario, os inibidores seletivos de sPLA, seriam capazes de
depletar tanto a cascata dos metabdlitos pro-inflamatérios do acido araquidénico
qguanto a producao de PAF, sem apresentar os efeitos adversos da terapia com o
uso de corticosteroides, uma vez que estas enzimas s6 sdo secretadas em
situacbes patoldgicas (BOYANOVSKY; WEBB, 2009; BURKE; DENNIS, 2009;
LAMBEAU; GELB, 2008; NANDA et al., 2007).
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A descoberta de novos farmacos a partir do estudo de fontes naturais
pode seguir quatro abordagens principais: aleatéria, quimiotaxondmica, etologica® e
etnodirigida, onde esta ultima apresenta de longe os melhores percentuais de éxito
(ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006). Harpalyce brasiliana Benth. (Fabaceae) é
uma leguminosa utilizada na medicina popular do Nordeste do Brasil, onde é
conhecida como raiz-de-cobra. Suas raizes sdo usadas para tratar picaduras de
serpentes (DA SILVA et al., 1999), enquanto suas folhas sdo utilizadas como anti-
inflamatorias.

Nesta tese estdo descritos os efeitos da harpalicina 2, uma isoflavona
isolada das folhas de H. brasiliana, nas atividades téxicas de diferentes fosfolipases
A, de venenos animais, além de fosfolipases A, de mamiferos e enzimas pro-
inflamatorias. Além dos estudos bioquimicos e farmacolégicos, buscando uma
melhor compreensdo dos resultados obtidos, a afinidade entre a harpalicina 2 e 0
sitio ativo das sPLA, testadas foi calculada utilizando programas de modelagem

molecular.

' A abordagem etoldgica é um caminho recentemente apontado para a descoberta de novos farmacos
baseado nos estudos de comportamento animal (etologia) com primatas. Esta abordagem tem como
orientacdo avaliar a utilizacdo de metabdlitos secundarios por animais, ou outras substancias nao
nutricionais dos vegetais, com a finalidade de combater doengas ou controla-las. Véarias evidéncias a
partir do uso de plantas por grandes simios africanos, no combate a infec¢bes parasitarias
(principalmente & malaria), sinalizam positivamente para essa nova rota de investigagéo.
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Fundamentacao Teorica
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2. Fundamentacdo tedrica
2.1Fosfolipases A,

As fosfolipases A, comp&em uma grande familia de enzimas (EC 3.1.1.4)
gue catalisam a hidrdlise da ligacdo éster no carbono 2 do glicerol dos fosfolipidios
(FIGURA 1) (BOYANOVSKY; WEBB, 2009). Os produtos da catalise das
fosfolipases A,, um &cido graxo livre e um lisofosfolipidio, representam o primeiro
estdgio na producdo de importantes segundos mensageiros responsaveis por
diversos efeitos fisioldgicos (FIGURA 2). Quando o acido araquidénico € liberado da
posicdo C2 dos fosfolipidios, este pode ser convertido em diferentes eicosandides
através da acao de véarias enzimas. Enquanto que o lisofosfolipidio pode ser
convertido em &cido lisofosfatidico ou ser acetilado dando origem ao fator de
agregacao plaquetaria (PAF), ambos mediadores com potentes efeitos bioldgicos
(BURKE; DENNIS, 2009).

Figura 1 — Especificidade das fosfolipases.
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Fonte: Nelson e Cox (2004).
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Estas enzimas sempre foram de grande interesse para bioquimicos
devido a capacidade de atuar na interface de superficies hidrofilicas e lipofilicas
(LAMBEAU; DENNIS, 2008). Nas ultimas décadas, estas enzimas tém despertado
também o interesse médico devido ao envolvimento em diferentes condicbes
patolégicas humanas, como na sepse, lesdo de isquemia-reperfuséo, aterosclerose,
artrite reumatoide e, mais recentemente, no cancer (BOBIK, 2009; COULTHARD et
al.,, 2011; DIVCHEV; SCHIEFFER, 2008; TOYAMA et al.,, 2012; VAN DIJK et al.,
2009), além de participarem do quadro patolégico do envenenamento por diversos
animais peconhentos, notadamente por serpentes e abelhas (GUTIERREZ et al.,
2009; GUTIERREZ; ESCALANTE; RUCAVADO, 2009; KANG et al., 2011;
TEIXEIRA et al., 2003).

Figura 2 — Reacdo catalisada pela fosfolipase A,, mostrando a hidrélise da ligacéo éster do carbono 2
do glicerol do 1-palmitoil-2araquidonoil-fosfatidilcolina produzindo &acido araquidénico livre e 1-

palmitoil-lisofosfatidilcolina.

0._.0
PO UN(CH,),

1-palmitoil-2-araquidonil-fosfatidilcolina Acido araquidénico 1-palmitoil-lis ofosfatidilcolina

Fonte: Lambeau e Gelb (2008).

2.1.1 Estrutura e classificacéo

A superfamilia das fosfolipases A, é composta por 15 (quinze) grupos, 0s
quais sao subdivididos em varios subgrupos, cada qual com diferencas estruturais e
funcionais. No entanto, sdo quatro as principais classes de fosfolipases A, de
interesse médico-cientifico: as secretdrias (sSPLA,s), as citosoélicas (cPLA.S), as
independentes de Ca®" (iPLAs), e as associadas a lipoproteinas (LpPLA,s) (KANG
et al., 2011). Neste texto, nos deteremos nas caracteristicas detalhas das

fosfolipases A, secretorias.
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A atividade fosfolipasica A, foi estudada primeiramente por volta de 1890
utilizando venenos de cobras. O sistema de numeragao dos grupos foi originalmente
usado para diferenciar as sPLA,s dos diferentes venenos ofidicos, sendo seu
primeiro uso relatado em 1977 para distinguir entre 0s venenos de cascaveis e
viperas (serpentes) dos venenos de espécies de Elapidae dos géneros Naja e
Bungarus (cobras), baseado no padrdo de distribuicio das pontes dissulfeto
(BURKE; DENNIS, 2009). Logo em seguida varias sPLA,s foram isoladas de outros
organismos, incluindo mamiferos (TABELA 1). O termo fosfolipases A, secretorias
(sigla em inglés sPLA;) foi usado inicialmente devido a grande concentracdo de
sPLA;s do grupo IIA no fluido sinovial de pacientes com artrite reumatoide, mas o “s”
posteriormente ficou designando secretoria (secreted) (BURKE; DENNIS, 2009).

Em mamiferos, foram identificados onze grupos de sPLA,s, os quais
foram numerados e agrupados na ordem em que foram descobertos: grupo 1B (GIB),
A, 1IC, 1ID, lIE, NIF, 1, V, X, XIIA e XlIB. A distribuicdo tissular; os papeis
fisiologicos; e as preferéncias por substratos especificos estéo listados na Tabela 2.
Todas as sPLA,s possuem um par histidina/aspartato formando o centro catalitico e
um loop de ligacdo ao Ca®" que é essencial para a funcdo da enzima
(BOYANOVSKY; WEBB, 2009; LAMBEAU; GELB, 2008).

Apesar de ndo apresentarem uma alta homologia na sequéncia de
aminoéacidos (20 — 50% de identidade), as sPLA,s compartilham a massa molecular
(14 — 16 kDa) e séo ricas em pontes dissulfeto. Estas pontes dissulfeto formam a
base de uma segunda classificacdo das sPLA,s de mamiferos. A primeira dessas
subclasses é composta pelos grupos |, Il, V e X, os quais possuem homologia na
estrutura primaria e uma sobreposicdo parcial das pontes dissulfeto (de 6 a 8
pontes). A segunda subclasse é formada pelo grupo Ill, um membro atipico das
sPLA,s com 55 kDa, que contem um dominio central semelhante ao da sPLA, do
veneno de abelha, ladeados por uma cadeia N-terminal de 130 aminoacidos e uma
C-terminal de 219 aminoacidos. Por fim, a terceira subclasse € composta pelo grupo
XIIA, com seu loop de ligacdo ao Ca?* atipico e pelo XIIB, que possui uma mutacao
no sitio ativo (leucina em vez de histidina na posicdo 48) que inativa sua atividade
catalitica, sendo por isso considerada como um homologo de SPLA;
(BOYANOVSKY; WEBB, 2009; BURKE; DENNIS, 2009; LAMBEAU; GELB, 2008;
MURAKAMI et al., 2010).



Tabela 1 — Fosfolipases A, secretorias e suas fontes.

Grupo Organismos Massa molecular (kDa) Pontes
dissulfeto
1A Cobras 13-15 7
B Mamiferos 13-15 7
A Serpentes, mamiferos 13-15 7
1B Serpentes (Bitis gabonica) 13-15 6
[ Mamiferos 15 8
IID Mamiferos 14 -15 7
IE Mamiferos 14 -15 7
IIF Mamiferos 16 — 17 6
1l Lagartos, abelhas e mamiferos 15 — 18 ou 55 (mamiferos) 8
Y Mamiferos 14 6
IX Conus spp. 14 6
X Mamiferos 14 8
XIA Arroz (PLA,-1) 12,4 6
XIB Arroz (PLA-II) 12,9 6
Xl Mamiferos 19 7
XMl Parvovirus <10 0
XV Fungos e bactérias 13-19 2

Fonte: Burke e Dennis (2009).



Tabela 2 — Fosfolipases A, secretorias de mamiferos.
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Grupo  Distribuicao tissular Caracteristicas e funcg@es fisiologicas Atividade catalitica Receptores
sPLA2
I B  Suco pancreético, pulmé&o, figado, Digestéo de fosfolipidios da dieta, PG >PS>PC Tipo M
baco, rim, ovério e cérebro antibacteriana, producédo de eicosanoides,
contracao celular
Il A Plasma, mucosa intestinal, glandula Proteina de fase aguda, antibacteriana, PG >PS>PC Tipo M e tipo N
lacrimal e epitélio prostatico aterogénica, proliferagédo celular, migragéo e HSPG
apoptose
C Testiculos e pancreas N/D PG >>PC Baixa afinidade - tipo M
D Péancreas, bago, timo, pele, ovario, N/D Baixa atividade catalitica Baixa afinidade - tipo M
pulmao e eosindfilos PG ~ PC
E Tireoide, Gtero e embrido Antibacteriana PG > PC Tipo M
F  Placenta, testiculo, timo, figado e rim Antibacteriana PG > PC Tipo M
1 Rim, corac¢éo, figado, musculo Alto peso molecular, Antiviral PG > PC Baixa afinidade - tipo M
esquelético, placenta e leucécitos
\% Coracdo, olho, pancreas, macréfagos, Antibacteriana, antiviral, aterogénica, PE >PC >PS HSPG
neutrofilos e mastocitos producéo de eicosanoides, fagocitose Tipo M
X Intestino, pulmao, testiculo, estbmago, Secretada com zimogénio, antibacteriana, PC >PS Tipo M
neutréfilos e macréfagos antiviral, aterogénica, producéo de
eicosanoides
Xl A Coracdo, musculo esquelético, rim e Antibacteriana Baixa atividade catalitica Baixa afinidade - tipo M
pancreas PG > PS >>PC
B  Figado, rim, musculo esquelético e N/D Inativa N&o se liga ao tipo M

coragao

Nota: Os dados de GIB e GIIA s&o de humanos; GV e GX de humanos e camundongos; das demais sPLA,s sao de camundongos. N/D (ndo determinado),

PG (fosfatidilglicerol), PS (fosfatidilserina), PC (fosfatidilcolina), HSPG (proteoglicanos heparan sulfato).

Fonte: Boyanovsky e Webb (2009).
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Um exemplo de estrutura terciaria de uma fosfolipase A, secretéria pode
ser visto na Figura 3, onde o fon Ca®" esta representado por uma esfera preta e as

pontes dissulfeto, delineadas por linhas finas.

Figura 3 — Estrutura terciaria esquematica de uma fosfolipase A, secretoria.
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2.1.2 Mecanismo catalitico das fosfolipases A, secretdrias

N
49

Loop C-te:r:\/_

Fonte: Teixeira (2009).

A histidina estd presente no sitio ativo de todas as sPLA,s ativas,
formando com o aspartato o centro catalitico da enzima. A hidrélise é catalisada pela
enzima através da ativagdo de uma molécula de agua pela extracdo de um préton e
0 ataque a ligacao éster do fosfolipidio. Este mecanismo explica a dependéncia do
pH entre 7 e 9 (BURKE; DENNIS, 2009).

Trabalhos recentes utilizando fosfolipidios sintéticos como substrato
demonstraram que a velocidade da hidrolise é proporcional ao acesso da molécula
de agua no sitio ativo. Além disso, a enzima liga o fon Ca®" através do residuo

Asp49, e dos oxigénios das carbonilas dos residuos de Tyr28, Gly30 e 32. O ion
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Ca?" é necesséario para hidrélise, pois 0 mesmo coordena a carga negativa do
oxigénio do fosfato e da carbonila, favorecendo o ataque ao carbono da carbonila da
ligacdo éster. A Figura 4 ilustra esse mecanismo catalitico, bem como outro
mecanismo recentemente proposto onde ocorre a participacdo de duas moléculas
de dgua (BURKE; DENNIS, 2009; LAMBEAU; GELB, 2008).

Figura 4 — Mecanismos de catdlise das sPLA,s. a. tradicional, b. alternativo com a participacédo de

duas moléculas de agua.

a His His

—
Asp q

b His

Fonte: Lambeau e Gelb (2008).

2.1.3 Papeis fisiolégicos das fosfolipases A, secretdrias e sua

participagcdo em algumas doengas humanas

Um panorama geral da localizacdo e das funcbes das fosfolipases A;
secretorias em mamiferos pode ser vista da Tabela 2. A participagdo das sPLA,s na
funcdo (e disfuncdes!) do organismo esta longe de ser totalmente elucidada. No

entanto, os papeis destas enzimas na imunidade inata, no processo inflamatério a
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partir da geragcdo de eicosanoides, na formacgdo da placa aterosclerdtica e nas
lesbes de isquemia-reperfuséo ja estdo bem estabelecidos (BOYANOVSKY; WEBB,
2009; DIVCHEV; SCHIEFFER, 2008; VAN DIJK et al., 2009).

A principal funcdo fisiologica — até o momento — das sPLA,s (mais
especificamente das do grupo IIA, com evidencias mais recentes da envolvimento
dos grupos X e V) é sua participagdo como componente do sistema imune inato com
potente acdo antimicrobiana, principalmente contra bactérias Gram-negativas (mas
também contra as Gram-positivas), sendo aparentemente o0 principal fator
antibacteriano no soro da fase aguda da inflamagé&o. Neste sentindo, observa-se que
as sPLA; GIIA sdo encontradas em locais estratégicos no corpo, como por exemplo,
nas lagrimas, sémen e lumen intestinal, além de estarem em concentracdes
elevadas no plasma de pacientes com quadros infecciosos, incluindo na sepse
(BOILARD et al., 2010; LAMBEAU; GELB, 2008).

Vérias outras sPLA,s (além do grupo IlIA) possuem atividade
antibacteriana determinada in vitro, mas o papel fisiol6gicos delas ainda ndo esta
esclarecido. A poténcia relativa das sPLA,s para matar bactérias Gram-positivas in
vitro é: grupo IIA > X >V > XIl > lIE > IB, IIF (LAMBEAU; GELB, 2008). Além das
sPLA,s de mamiferos, as sPLA,s de venenos também possuem atividade
bactericida, incluindo as proteinas homdlogas Lys49, que sdo cataliticamente
inativas (SAMY et al., 2007; TORRES et al., 2010).

Além de matar diretamente as bactérias, as sPLA,s possuem uma
atividade antibacteriana indireta, uma vez que ativam as células de defesa
inflamatorias. O principal exemplo disso € a ativacao neutrofilica induzida pela sPLA;
GIIA, que leva a liberacdo de superoxido e enzimas bactericidas pelas neutrofilos
ativados (BOYANOVSKY; WEBB, 2009).

A contribuicdo das sPLA,s para imunidade inata ndo € resultado
unicamente das suas ac¢des antibacterianas, mas também da geracdo de moléculas
moduladoras da resposta imune — prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos,
lipoxinas, acido lisofosfatidico e PAF — a partir do acido araquidonico e dos
lisofosfolipidios resultantes da hidrélise dos fosfolipidios de membrana
(BOYANOVSKY; WEBB, 2009). O papel pré-inflamatorio da sPLA,; GIIA esta bem
estabelecido e, atualmente, um possivel efeito anti-inflamatério da sPLA, GV tem
sido demonstrado. Os autores desse Ultimo estudo creditam a isto a falha dos

ensaios clinicos com inibidores de sPLA,, devido a inibicAo das formas pro-
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inflamatodrias e anti-inflamatoérias, o que resultaria na “estagnagcao” do processo
inflamatorio (BOILARD et al., 2010).

Existem evidéncias da participacdo das sPLA,s em varias outras
condi¢cbes patoldgicas, incluindo a artrite reumatéide, doencas neurodegenerativas
como o Alzheimer, doenca de Crohn e colite ulcerativa, choque séptico, sindrome da
angustia respiratoria do adulto, cdncer e, como veremos a seguir, ha aterosclerose
(BOYANOVSKY; WEBB, 2009; BURKE; DENNIS, 2009; DIVCHEV; SCHIEFFER,
2008; LAMBEAU; GELB, 2008; VAN DIJK et al., 2009).

Nas lesdes aterosclerdticas, as sPLA; GIIA estdo altamente expressas,
principalmente associadas a musculatura lisa e aos macréfagos. As evidéncias
apontam para a modificacdo das lipoproteinas de alta e baixa densidade (HDL e
LDL, respectivamente) como principalmente efeito pro-aterogénico das sPLA; GIIA,
pois a hidrdlise da camada lipidica das LDL aumenta a afinidade destas aos
proteoglicanos da membrana basal dos vasos. Além disso, existem efeitos que séo
independentes da atividade catalitica, como a inducdo da diferenciacdo de
monocitos a células dendriticas (macrofagos) e o aumento da producdo de
interleucina-6 (IL-6) por estas, com consequente estimulacdo da expressao de COX-
2 nos mastocitos (BOBIK, 2009; BOYANOVSKY; WEBB, 2009; DIVCHEYV,
SCHIEFFER, 2008; IBEAS et al., 2009).

O papel das sPLA; GIIA na aterogénese esta esquematizado na Figura 5.
Apds o influxo para o espaco subendotelial, as particulas de HDL e LDL sé&o
hidrolisadas pela sPLA, dando origem a particulas aterogénicas de LDL, e
diminuindo as propriedades anti-aterogénicas do HDL (1). Concomitante a isso,
ocorre a geracdo de mediadores lipidicos pro-inflamatérios (2) e inducdo da
diferenciacdo de mondcitos a macrofagos ativados (3). O LDL modificado fica mais
tempo retido na matriz extracelular, sendo fagocitado e dando origem as células
espumosas (BOYANOVSKY; WEBB, 2009; IBEAS et al., 2009).
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Figura 5 — Papel das fosfolipases A, secretérias do grupo IIA na aterogénese.*Matriz extracelular.
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Fonte: Boyanovsky e Webb (2009).

Nem todos os efeitos mediados pelas sPLA,s sdo decorrentes da sua
atividade enzimatica, principalmente em relacdo as sPLA,s de venenos animais e
das proteinas homdlogas de sPLA;s (ou cataliticamente inativas), como as Lys49
dos venenos animais e a sPLA; XIIB dos mamiferos. At¢é o momento, foram
descobertos 2 receptores para sPLA,, os receptores do tipo N e do tipo M. Os
primeiros se ligam com altissima afinidade as fosfolipases A, secretérias
neurotoxicas, e os ultimos as miotoxicas (na faixa de picomolar). O Unico receptor
clonado é o tipo M, uma proteina de 180 kDa, que pertence a superfamilia dos
receptores de lectina tipo C, e sdo expressos em Varios tecidos, principalmente em
decorréncia de estimulos inflamatérios (BOYANOVSKY; WEBB, 2009; LAMBEAU,
GELB, 2008)

A maioria das respostas mediadas por receptores permanecem
controversas, com trabalhos mostrando principalmente o papel do receptor tipo M na

inflamacéo (e choque séptico). Um fato interessante € que as sPLA,S murinas se
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ligam com relativa afinidade ao receptor tipo M (afinidade esta bem mais baixa que
as das sPLA;s de venenos), enquanto que as humanas, principalmente a GIIA se
ligam com baixissima afinidade a esse receptor! Trabalhos recentes mostram que as
sPLA,s GIIA se liga com alta afinidade as integrinas aVp3 e a4pl, induzindo a
proliferacdo de mondcitos (SAEGUSA et al.,, 2008 apud BOYANOVSKY; WEBB,
2009).

Ficou claro até aqui que ainda existe muito a ser investigado em relagéo
as funcdes das sPLA,s nos mamiferos, ao papel da atividade enzimatica nas
respostas induzidas por essas enzimas, mas principalmente em relacdo as
propriedades de agir como ligantes que estas enzimas possuem. Devido as
dificuldades inerentes de se pesquisar proteinas pouco expressas, as SPLA,s de

venenos podem ser importantes aliadas nesse caminho, como veremos em seguida.

2.1.4 Fosfolipases A, de venenos animais

Muitas das descobertas envolvendo o papel fisiopatolégico das sPLA2s
ocorreram através do estudo das sPLA,s presentes em venenos animais,
principalmente devido a sua abundancia, facilidade de isolamento e relativa
estabilidade (BURKE; DENNIS, 2008; LAMBEAU; GELB, 2008; TOYAMA et al.,
2012). As sPLA,s séo os principais constituintes de diversos venenos de serpentes,
e sdo alvo de extensas pesquisas cientificas devido a sua vasta gama de efeitos
biol6gicos e sua grande familiaridade com a estrutura e funcdo catalitica das
enzimas de mamiferos (COTRIM, 2011). Entretanto, em contraste com as enzimas
de mamiferos, as sPLA,s de venenos de serpentes apresentam toxicidade
relativamente alta (COTRIM, 2011; KINI, 2003).

Dentre as sPLA,s encontradas em venenos animais, as dos grupos A, V
e X sédo as mais semelhantes as de mamiferos e relevantes para desenvolvimento
de farmacos. Destas, as GIIA sdo, de longe, as mais estudadas (KANG et al., 2011).
Vérios estudos mostram que as sPLA, GIIA de venenos quando administradas a
animais de experimentagdo, induzem ou exacerbam respostas inflamatorias
semelhantes as observadas com a administracdo de sPLA,s de mamiferos
(COTRIM et al., 2011; DHARMAPPA et al., 2009; TOYAMA et al., 2009).
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As sSPLA;s do grupo GIA s&o encontradas nos venenos de cobras
(Elapidae), enquanto que as GIIA nos venenos de serpentes (Viperidae). As do GllI
sdo encontradas nos venenos de abelhas associadas a outra proteina, a melitina
(KINI, 2003; KUDO; MURAKAMI, 2002).

Dentre as sPLA,s de venenos animais, as isoladas de serpentes dos
géneros Bothrops e Crotalus sdo as mais estudadas. Estas enzimas, com massa
molecular em torno de 14 kDa e comprimento variando entre 119 e 134
aminoacidos, sdo proteinas basicas (pl entre 7,8 e 8,5,) que geralmente existem
como dimeros (TOYAMA et al., 1999, 2003). Duas a-hélices longas e antiparalelas,
ligadas por pontes dissulfeto, formam um “canal hidrofébico” que permite que o
substrato chegue ao sitio ativo. Este é caracterizado por 4 residuos principais:
His48, Asp49, Tyr52 e Asp99. Como visto no item 2.1.2, a histidina se liga ao
hidrogénio da molécula de &gua que participa da hidrolise enquanto o Asp49
coordena e posiciona o fon Ca**, o qual se liga e polariza os grupamentos fosfato e a
carbonila do é&cido graxo durante a hidrolise (MONTECUCCO, GUTIERREZ;
LOMONTE, 2008).

Dentre as atividades bioldégicas promovidas por essas enzimas estao a
inducdo de edema, de distarbios hemostéticos, a miotoxicidade e a neurotoxicidade
(ZULIANI et al., 2005). Estas ultimas duas sdo de especial interesse na terapéutica
dos envenenamentos por serpentes, pois podem desenvolver para quadros de
desfiguracdo permanente (XIMENES, 2009). Além disso, os efeitos neurotéxicos e
miotoxicos parecem advir tanto mecanismos dependentes quanto independentes da
atividade catalitica, e sua compreensédo pode ajudar a elucidar os mecanismos de
acao destas enzimas (CINTRA-FRANCISCHINELLI et al., 2010; MONTECUCCO et
al., 2009, TEDESCO et al., 2009).

Véarios destes mecanismos sao compartilhados, e diretamente
dependentes de alguns fatores, como a distribuicdo das toxinas nos tecidos,
capacidade de ligagéo a determinados tipos celulares e de causar dano a membrana
celular. Estes fatores resultam no aumento da concentracdo de Ca?" intracelular, e
no desencadeamento de eventos degenerativos, descritos a seguir.

Dois grupos de toxinas podem ser identificados em relagdo a sua
distribuicdo no corpo do animal apds a inoculagéo, as toxinas de acao sistémica, que
incluem as sPLA,s neurotéxicas e as miotoxicas sistémicas (como a crotoxina), e as

miotoxinas de acdo local, que induzem apenas elevacdo moderada da creatina
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quinase plasmatica, sem causar mioglobindria nem mionecrose sistémica. O
mecanismo de distribuicdo das toxinas sistémicas ndo esta esclarecido, mas as
vantagens evolutivas sao evidentes, uma vez que se acredita que as sPLA,s de
acao miotoxica se ligam rapidamente aos tecidos, evitando assim sua distribuicdo
sistémica (MONTECUCCO, GUTIERREZ; LOMONTE, 2008).

O primeiro passo, e essencial, para que as toxinas possam induzir neuro
ou miotoxicidade € sua ligacdo as células alvo. Apesar de essencial, 0 mecanismo
molecular deste fenbmeno permanece desconhecido. A Unica neurotoxina com
proteina receptora conhecida € a p-bungarotoxina, que se liga aos canais de K* pré-
sinapticos. Menos ainda se sabe a respeito dos receptores para sPLA,s miotdxicas,
apesar deles aparentemente serem expressos principalmente na superficie celular
dos miotubos diferenciados e das células musculares adultas (MONTECUCCO,
GUTIERREZ; LOMONTE, 2008; TEDESCO et al., 2009).

a) Mecanismos de neurotoxicidade

Os venenos de muitas espécies de serpentes (principalmente das familias
Elapidae e Viperidae) possuem fosfolipAses A, secretorias neurotoxicas. Estas
enzimas se ligam a membrana de neurdnios pré-sinapticos e hidrolisam fosfolipidios,
causando um acumulo progressivo de acidos graxos e lisofosfolipidios. Em muitos
casos, essas neurotoxinas tém participacdo importante nos envenenamentos por
serpentes, causando uma paralisia flacida com sintomas autondmicos (como no
envenenamento por cascaveis) (MONTECUCCO et al., 2009; TEDESCO et al.,
2009).

O mecanismo preciso da neurotoxicidade induzida por estas sPLA,S nao
esta totalmente elucidado, mas ao que tudo indica esta diretamente ligado a
atividade catalitica destas toxinas, uma vez que a exposicdo de neurdnios pré-
sinapticos aos produtos de hidrélise das sPLA,s (acidos graxos e lisofosfolipidios)
produz efeitos neurotdxicos muito parecidos aos causados pela exposicao direta as
sPLA,s (MONTECUCCO et al., 2009; TEDESCO et al., 2009).

No entanto, este fendbmeno ndo pode ser creditado exclusivamente a
atividade catalitica das sPLA,s. Vérias evidéncias apontam a participacdo dos

receptores do tipo N e de um influxo de Ca®" aumentado. Este Ultimo evento pode
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ser explicado pela formag&o de poros na membrana neuronal devido a hidrolise dos
fosfolipidios pelas sPLA,s (MONTECUCCO et al., 2009; TEDESCO et al., 2009).

Alguns trabalhos também mostram que as sPLA,s tém uma maior
afinidade para as areas de exocitose das vesiculas sinapticas. Nessas areas, 0
acumulo de é&cidos graxos e lisofosfolipidios desestabiliza a bicamada lipidica da
membrana, causando a fusdo das vesiculas. Na microscopia eletrbnica, as
membranas aparecem com varios focos de invaginacdes onde as vesiculas se
fundiram. As mitocéndrias aparecem edemaciadas, devido ao aumento do Ca*
intracelular ou a acéo direta das sPLA;s internalizadas (MONTECUCCO et al., 2009;
RIGONI et al., 2004).

O aumento do Ca®' intracelular leva a ativacdo de enzimas digestivas
presentes nos lisossomos, como fosfolipases A, intracelulares e proteases, que
amplificam o dano a maquinaria energética das células. Devido a disfungéo
mitocondrial, ocorre reducdo da produgcao ATP intracelular que leva a diminuicao do
funcionamento das bombas idnicas, causando edema celular e perda dos potenciais
de acdo (GUTIERREZ et al., 2009; MONTECUCCO et al., 2009; KUMAR et al.,
2010; TEDESCO et al., 2009).

b) Mecanismos de miotoxicidade

Muitos venenos de serpentes possuem sSPLA,s miotoxicas como seus
principais componentes e determinantes das suas acdes patogénicas, como
observados nas serpentes do género Bothrops (principalmente B. jararacussu e B.
asper). Estas proteinas danificam a membrana plasmatica das células musculares,
causando mionecrose, com extravasamento de creatina quinase, que leva a
inflamagé&o local (CINTRA-FRANCISCHINELLI et al., 2010).

Até o momento, sabe-se que a miotoxicidade promovida pelas sPLA,s é
mediada principalmente pela desestabilizacdo da membrana do sarcolema, que leva
a um aumento do Ca®" intracelular (e os efeitos deletérios classicos decorrentes
disso), efluxo de K* e ATP da célula para o meio extracelular, este Ultimo
amplificando o dano celular através da acdo em receptores purinérgicos. Neste
cenario, as sPLA,s cataliticamente ativas parecem atuar diretamente por hidrélise

dos fosfolipidios de membranas causando a perda da permeabilidade seletiva de
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membrana. Em relacéo aos homologos Lys49 cataliticamente inativos, as evidéncias
apontam para insercdo dos dimeros (forma quaternaria mais abundante em pH
fisiolégico) na membrana do sarcolema formando poros grandes o suficiente para
entrada do Ca** e saida do K* e ATP (CINTRA-FRANCISCHINELLI et al., 2010).
Outro fator que contribui para a miotoxicidade, principalmente a
localizada, é a ativagdo dos leucécitos pelas sPLA,s miotoxicas (e pelas produtos
intracelulares extravasados das células necroticas), que leva a um infiltrado
inflamatorio intenso na area afetada, com liberacdo de mediadores inflamatérios e
citocinas que aumentam o dano as células musculares em degeneracdo (KANG et
al., 2011; MONTECUCCO, GUTIERREZ; LOMONTE, 2008; TEIXEIRA et al., 2003).

A conclusdo que se pode tirar disto é que, independentemente da
perturbacdo da membrana ser causada por miotoxinas ou neurotoxinas, o
mecanismo patolégico intracelular € o mesmo: um aumento da permeabilidade
ibnica com alteracdo do potencial de membrana, e 0 que aparenta ser o mais
importante é o rapido aumento na concentragdo de Ca®" citosélico devido ao influxo
a partir do meio extracelular (MONTECUCCO et al., 2009; MONTECUCCO,
GUTIERREZ; LOMONTE, 2008; TEDESCO et al., 2009).

2.2Inibidores de fosfolipases A, secretorias

As sPLA,s sdo enzimas pro-inflamatorias e sua possivel inibicdo tem sido
considerada como uma alternativa terapéutica. No entanto, as varias tentativas de
desenvolver inibidores de sPLA,s para o tratamento de doencas inflamatérias e
envenenamentos nao tiveram éxito, principalmente devido a diversidade estrutural
das sPLA,s, e do papel dual que algumas deles apresentam, participando da
homeostasia e até mesmo atuando como agentes anti-inflamatorios (YEDGAR;
COHEN; SHOSEYOV, 2006; YEDGAR; LICHTENBERG; SCHNITZER, 2000).

O principal motivo de falha desses inibidores € a inibicdo ndo seletiva,
principalmente das cPLA,s e sPLA,s, que pode ser toxica devido a interferéncia com
o metabolismo basal dos fosfolipidios. A inibicdo das sPLAs € preferivel, uma vez
gue os niveis aumentados dessas enzimas estdo associados a diversas condi¢des
patolégicas (LAMBEAU; GELB, 2008; YEDGAR; COHEN; SHOSEYOV, 2006).
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Contudo, a inibicdo seletiva de uma unica isoforma parece ndo ser suficiente para
atingir o efeito desejado, uma vez que varios testes com inibidores da sPLA, GIIA
nao mostraram resultados satisfatérios (BRADLEY et al., 2005; BOWTON et al.,
2005; YEDGAR; LICHTENBERG; SCHNITZER, 2000; ZEIHER et al., 2005).

A inibicdo das sPLA,s GIIA é, por motivos historicos, a mais estudada,
porém, outras classes descobertas depois se apresentam como alvos interessantes.
Um exemplo sdo as sPLA;s GV, que sdo amplamente distribuidas nos tecidos
humanos (principalmente no coracéo) e sua expressao é notadamente aumentada
por estimulos inflamatérios Além disso, a capacidade das sPLA,s GV em hidrolisar
fosfolipidios de membrana é bem maior que as sPLA,s GIIA (YEDGAR; COHEN;
SHOSEYOV, 2006).

A busca por inibidores de sPLA,s tem sido intensa. Neste contexto, as
sPLA,s de venenos tem sido Uteis como modelos de estudo para a triagem de
inibidores de origem sintética ou natural — triagem esta muitas vezes realizada in
silico (DA SILVA et al., 2009; HAGE-MELIM et al., 2009; NARGOTRA et al., 2011) —
que depois sao testados in vitro utilizando enzimas humanas (BOYANOVSKY;
WEBB, 2009; LAMBEAU; GELB, 2008; YEDGAR; COHEN; SHOSEYOV, 2006;
YEDGAR; LICHTENBERG; SCHNITZER, 2000).

2.2.1 Produtos naturais como inibidores de fosfolipases A;

secretorias

Os constituintes polifendlicos, como os flavonoides, sdo amplamente
distribuidos entre as angiospermas, presente em espécies que sao normalmente
consumidas na dieta incluindo varios graos, legumes, frutas, azeite de oliva, vinho
tinto e chas (GARCIA-SALAS et al., 2010; YANG et al., 2006). Varias atividades
bioldgicas tem sido descritas para esse grupo, incluindo a anti-inflamatéria, sendo
um dos mecanismos mais importantes para essa atividade, a inibicdo da producao
de eicosanoides, tanto por inibicdo de PLA,, quanto de ciclo-oxigenases e
lipoxigenases (KIM et al., 2008; VAN HOORN et al., 2003).

Os inibidores de sPLA,s de origem natural conhecidos estao distribuidos
em varias classes de metabdlitos secundarios de origem vegetal ou marinha, onde

os flavonbides se destacam. Varios trabalhos demonstraram o efeito inibitério de
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flavonoides como a quercetina, rutina, morina e naringina, e alguns poucos a
inibicdo de sPLA,s por isoflavonoides (CHIOU et al., 2012; COTRIM et al., 2011,
DHARMAPPA et al., 2010; IGLESIAS et al., 2005; LINDAHL; TAGESSON, 1997,
SANTOS et al., 2011).

Alguns estudos demonstraram que o efeito inibitério dos flavonoides
sobre as sPLA,s estdo relacionados a algumas caracteristicas estruturais, como 0s
grupamentos hidroxila nas posi¢des 5, 3’ e 4’ (LINDAHL; TAGESSON, 1997). Até o
momento, 0 que se sabe sobre o modo de ligacdo dos flavonoides nas sPLA,s é que
essa ligacao é flexivel e envolve a participacdo de residuos hidrofobicos das sPLA,S
(principalmente do canal hidrofébico) e algumas interages hidrofilicas/eletrostéaticas
com residuos estratégicos, como a His48 e com o ion Ca** (COTRIM et al., 2011;
LATTIG et al., 2007).

Existem fortes evidéncias que os polifenois dietéticos envolvidos no
famoso “paradoxo francés” ajam em parte através da inibicdo de diferentes
isoformas de sPLA,s e LpPLA,s (SOLEAS; DIAMANDIS; GOLDBERG, 1997). Estas
sdo as principais razdes que tornam os flavonoides bons candidatos para estudos
mais aprofundados de inibidores de sPLAs e que, por isso, motivaram estes Grupos
de Pesquisa na realizagdo de varios trabalhos (FIGURA 6).

Figura 6 — Flavonoides estudados pelo Grupo de Pesquisa em Bioquimica de
Macromoléculas, coordenado pelo Prof. Dr. Marcos Hikari Toyama. a. morina, b. rutina,

C. naringina, e d. quercetina.

Fonte: Autor.
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2.2.2 Harpalyce brasiliana Benth.

Harpalyce brasiliana Benth. (Papilionoideae), conhecida como “raiz-de-
cobra”, é uma planta de porte arbustivo, podendo medir até 4 metros de altura. E
encontrada principalmente nos estados do Ceara, Piaui e Maranhao, apresentando
ramos alongados, folhas de coloracdo verde escura, aveludadas, estipulas
pequenas, setdceas e caducas, com 7 a 11 foliolos, breve peciolados, oblongo
elipticos de 2,5 a 3,5 cm de comprimento; flores alaranjadas; legume reto glabro de
5,0 a 7,5 cm de comprimento e 1,2 a 3,0 cm de largura (ARAUJO, 2008).

Esta espécie, ja era descrita como medicinal e utilizada na preparacéo de
especificos (remédios para picadas de serpentes) em 1859, fato relatado na famosa
obra Flora Brasiliensis, publicada pelo botanico Carl Friedrich Phillip von Martius na
alemanha, entre 1840 e 1906. Estudos etnobotanicos realizados por pesquisadores
do Departamento de Quimica da Universidade Federal do Ceard (UFC) em varias
regibes do Nordeste revelaram o uso das raizes desta espécie para tratar picadas
de serpentes, e o uso de suas folhas para o tratamento de processos inflamatérios
(informac&o verbal?).

Véarios compostos foram isolados de extratos das raizes e folhas de H.
brasiliana. Nas raizes foram identificados diversos flavondides (incluindo trés
pterocarpanos com atividade antiofidica comprovada, as cabenegrinas A-l e A-ll e a
harpalicina 1), enquanto que das folhas foram isolados floroglucindis e a isoflavona
harpalicina 2 (ARAUJO, 2008; DA SILVA et al., 2004; DA SILVA et al., 1999;
XIMENES, 2009). A Figura 7 mostra um espécime de H. brasiliana fotografado em
seu habitat pelo Prof. Dr. Edilberto R. Silveira, do Departamento de Quimica
Organica da Universidade Federal do Ceara. A Figura 8 é uma litogravura extraida

da coletanea de livros, Flora Brasiliensis do botanico alemao Carl F. P. Von Martius.

% Informagdes fornecidas pelo Prof. Dr. Francisco José de Abreu Matos, durante estudos no Horto de
Plantas Medicinais de Universidade Federal do Ceara, em Fortaleza, em janeiro de 2008.



Figura 7 - Fotos de diferentes partes de H. brasiliana: (A) sementes, (B) flor, (C) raiz, (D)

espécime completo em seu habitat.

Fonte: Aradjo (2008).
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Figura 8 - Litogravura de Harpalyce brasiliana Benth.
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HARPALYCE brasiliana.

Fonte: Von Martius (1859).
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2.2.3 Potencial terapéutico dos inibidores de fosfolipases Ay

secretoérias

Os inibidores de sPLA,s tém potencial terapéutico para o tratamento de
varias patologias humanas nas quais as SPLA,s estdo envolvidas, como
aterosclerose, cancer e os diversas doengas com componente inflamatorio. Além
disso, inibidores deste tipo seriam extremamente Uteis como complemento no
tratamento de vitimas de acidentes ofidicos (PITHAYANUKUL et al., 2007; SAMY;
GOPALAKRISHNAKONE; CHOW, 2012; TORRES et al, 2011, YEDGAR,
LICHTENBERG; SCHNITZER, 2000).

O efeito benéfico destes inibidores foi demonstrado em diversos modelos
animais, contudo estes estudos falharam do ponto de vista clinico (BRADLEY et al.,
2005; BOWTON et al.,, 2005; YEDGAR; LICHTENBERG; SCHNITZER, 2000;
ZEIHER et al., 2005). Este € mais um fator estimulante no estudo dos flavonoides,
uma vez que estas substancias estdo presentes em quantidades significativas na
nossa dieta, um fato que depde a favor da tolerabilidade e seguranca de seu uso
(TOYAMA et al., 2012).

Em ratos, o uso de um inibidor sintético de sPLA, GIIA foi
significantemente melhor que os tratamentos tradicionais a base de
imunossupressores e glicocorticoides em relacdo ao edema das articulagcdes e 0s
scores histopatologicos. Os autores sugerem a potencial aplicacdo clinica de
inibidores de sPLA, GIIA como uma alternativa segura e mais eficaz do que a
terapéutica anti-artritica convencional (COULTHARD et al., 2011).

Estudos utilizando camundongos knockout para ApoE (apolipoproteina E)
demonstraram que a inibicdo da LpPLA; pelo darapladibe diminuiu a inflamagé&o in
vivo e a formacgdo de placas ateroscleréticas nos animais, fortalecendo a idéia de
uma terapia anti-aterogénica baseado no emprego de inibidores de LpPLA, (WANG
etal., 2011).

Em relacdo ao potencial terapéutico na complementacdo da soroterapia
utilizada no tratamento das vitimas de envenenamentos por serpentes, as vantagens
sdo evidentes. Primeiro porque o tratamento imunobiolégico nem sempre esta
disponivel fora dos grandes centros (onde a maioria dos acidentes ocorrem) devido

as necessidades especiais de transporte/armazenamento e ao elevado custo



42

(PITHAYANUKUL et al., 2007). Além disso, o tratamento tradicional € muito eficaz
na estabilizacdo do paciente devido a neutralizagdo dos efeitos sistémicos do
envenenamento, mas possui eficacia limitada nas acdes toxicas locais, que sao
normalmente desfigurantes e podem deixar seqielas permanentes nos pacientes
(ESPINO-SOLIS et al., 2009; GUTIERREZ et al., 2009; GUTIERREZ; ESCALANTE;
RUCAVADO, 2009; LOMONTE et al., 2009)

Outro motivo preocupante, principalmente em relacdo as sPLA3S, € que
estas toxinas sdo pouco imunogénicas, de forma que o soro anti-ofidico utilizado no
tratamento das vitimas simplesmente ndo € capaz de neutralizar essas toxinas, além
de produzirem efeitos de hipersensibilidade imediata (anafilaxia) (CARON et al.,
2009). Esses fatores quando levados em consideracdo como um todo, claramente
demonstram o potencial dos inibidores de sPLA,s como adjuvantes no tratamento de
envenenamentos por serpentes (LOMONTE et al., 2009; TOYAMA et al. 2012).

Em vista da ampla gama de possiveis aplicacbes dos inibidores de
fosfolipases A, secretérias e dos indicativos etnobotanicos dos usos medicinais da
Harpalyce brasiliana, € que os seguintes objetivos deste trabalho foram delineados,

como relacionados na préxima secao.
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3. Objetivos

3.10Dbjetivo geral

Avaliar a atividade inibitéria da harpalicina 2 sobre fosfolipases A,

secretorias isoladas de venenos de animais.

3.20bjetivos especificos

e Avaliar a atividade inibitéria da harpalicina 2 sobre a atividade catalitica das
fosfolipases A, secretdrias isoladas dos venenos de Bothrops pirajai, Crotalus
durissus terrificus, Naja naja e Apis mellifera;

e Estudar o bloqueio das atividades edematogénica e miotoxica das
fosfolipases A, secretérias dos venenos de Bothrops pirajai, Crotalus durissus
terrificus, Naja naja e Apis mellifera pela harpalicina 2;

¢ Determinar a ICso da harpalicina 2 sobre diversas enzimas pré-inflamatdrias in
Vitro;

e Realizar estudos de modelagem molecular da harpalicina 2 utilizando como
alvo as estruturas cristalograficas das fosfolipases A, disponiveis no Protein
Data Bank;

e Comparar o efeito inibitério da harpalicina 2 e do brometo de p-bromofenacila
sobre a atividade catalitica da fosfolipase A, do veneno de B. pirajai;

e Avaliar as alteracfes estruturais da fosfolipase A, do veneno de B. pirajai
induzidas pelo tratamento com a harpalicina 2;

e Estudar o bloqueio da agregacdo plaquetéaria induzida pela fosfolipase A, do
veneno de B. pirajai utilizando a harpalicina 2 e dois inibidores padrdo de

fosfolipases A,, 0 &cido aristoldchico e o brometo de p-bromofenalica,
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4. Material e métodos

4.1 Material

As sPLA;s dos venenos de Bothrops pirajai e Crotalus durissus terrificus
foram isoladas pelo Prof. Dr. Marcos Hikari Toyama a partir de peconhas liofilizadas
obtidas do Bio-Agents Serpentarium, Batatais - SP, Brasil (TOYAMA et al., 1999,
2003). A sPLA; do veneno de Apis mellifera foi adquirida da BIOMOL International
(Nova lorque, EUA), e as de Naja naja e de pancreas bovino da Sigma-Aldrich
(Missouri, EUA). As enzimas inflamatdrias sPLA, grupo V (humana), COX-1 e COX-
2 (ovinas), LOX 15hrc (humana recombinante), LOX 15syP1 (soja P1), LOX 5Pot
(batata) foram compradas da Cayman Chemical (Michigan, EUA). Os outros sais e
reagentes utilizados foram adquiridos de fornecedores credenciados com grau de

pureza adequados a realizacdo dos experimentos.

4.2 Material Botanico e Isolamento da Harpalicina 2

As folhas de Harpalyce brasiliana Benth. foram coletadas pelo Prof. Dr.
Edilberto R. Silveira na Chapada do Araripe, Barbalha — CE, Brasil. A identificacédo
botanica foi feita pelo Prof. Dr. Edson P. Nunes do Departamento de Biologia da
Universidade Federal do Ceara (UFC). A exsicata foi depositada no Herbario Prisco
Bezerra da UFC (n° 32.525).

As folhas de H. brasiliana foram trituradas e extraidas com etanol a
temperatura ambiente. O solvente foi removido sob aquecimento (60 °C) e presséo
reduzida para obtencdo do extrato etandlico (HBFE). Particdes liquido-liquido de
uma suspensdo aquosa do HBFE (110 g) utilizando éter de petréleo, cloroférmio,
acetato de etila e n-butanol originaram cinco fracdes apds a evaporacdo do solvente
ou liofilizagédo: HBFEEp (24,5 g), HBFEC (22,4 g), HBFEA (6,8 g), HBFEB (30,4 g) e
HBFEAq (21,2 g).

A fracdo cloroformica (HBFEC, 12,0 g) foi submetida a cromatografia
flash, utilizando n-hexano e acetato de etila como misturas binarias de polaridade
crescente, rendendo 30 novas fra¢des, que foram agrupadas em 9 fracoes depois de

comparadas por cromatografia em camada delgada. A fracio HBFEC (10 — 12)
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apresentou um precipitado amarelo, que apoés recristalizacdo em metanol, resultou
em 120 mg de um sélido branco amorfo, com ponto de fusdo (p.f.) entre 206,9 e
208,9 °C. Analises por espectrometria de massas (EM) e ressonancia nuclear
magnética (RNM) revelaram a estrutura da isoflavona harpalicina 2. As fracdes
HBFEC (8 — 9) e (13 — 17) foram purificadas, usando o mesmo método, e renderam
mais 200 mg de harpalicina 2 (HP-2). Estes procedimentos de obtencdo dos extratos
e de purificacdo da harpalicin 2 foram realizados pela Profa. Dra. Renata M. Araujo
do Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do Norte.

Para os ensaios bioquimicos e farmacoldgicos, a harpalicina 2 foi
dissolvida em, no maximo, 1% de dimetilsulféxido (DMSO).

4.3Animais

Nos experimentos biolégicos que se seguem foram utilizados
camundongos machos da linhagem Swiss, pesando entre 20 e 25 g, oriundos do
Biotério Central da Universidade Federal do Ceara (BIOCEN). Os animais foram
mantidos sob condi¢cdes padrdo de umidade e temperatura, com ciclo claro-escuro
de 12 horas, e agua e comida ad libitum. Os experimentos foram realizados de
acordo com as leis brasileiras que regulamentam a experimentagdo em animais. Os
protocolos foram aprovados pelo Comité de FEtica em Pesquisa Animal do

Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC (n° 68/08).

Os métodos descritos a seguir foram agrupados na sequéncia que
aparecem nos dois artigos publicados com os resultados desta tese, para melhor
correlagdo com as secOes Resultados e Discusséo, ndo estando necessariamente
em uma ordem cronolégica de execucdo. Este primeiro artigo descreve o efeito
antifosfolipasico A, da harpalicina 2 em diferentes sPLA,s de venenos e de

mamiferos, e serviu como uma triagem da atividade em estudo.
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4.4 Avaliacéo geral da atividade antifosfolipasica A, da harpalicina 2

Estes métodos foram publicados no peridodico Evidence-based
Complementary and Alternative Medicine (eCAM®) com o titulo “Inhibition of
Neurotoxic Secretory Phospholipases A2 Enzymatic, Edematogenic, and Myotoxic
Activities by Harpalycin 2, an Isoflavone Isolated from Harpalyce brasiliana Benth.”.

O artigo original pode ser visto nos Apéndices (p. 115).

4.4.1 Atividade catalitica

O efeito da harpalicina 2 na atividade catalitica de 4 sPLA,s foi avaliado
seguindo os protocolos descritos por Hernandez-Oliveira et al. (2005) e Toyama et
al. (2009), utilizando as seguintes sPLA,s:

=  PrTX-lll (piratoxina IIl), isolada do veneno de B. pirajai;

» Cdt F15, isolada do veneno de C. d. terrificus;

= Apis, isolada do veneno de A. mellifera (sem o componente
melitina); e

* Naja, isolada do veneno de Naja naja.

A mistura reacional utilizada foi composta por 200 pL de tampéo (10 mM
de Tris-HCI, 10 mM de CaCl, e 100 mM de NaCl, pH 7,8), 20 pL do substrato
sintético (acido 4-nitro-3-octanoil-oxibenzéico, 4AN30OBA, 1 mg/mL), 20 uL de agua
destilada e 20 pyL da solucdo de sPLA, (1 mg/mL). A atividade enzimatica foi
calculada (n = 12) baseada no aumento da absorbancia em 425 nm - apés 20
minutos a 37 °C — como resultado direto da hidrolise do substrato sintético que

resulta na liberagdo de um cromoforo (&cido 4-nitro-3-hidroxibenzoico) (FIGURA 9).

® Fator de impacto calculado pela Thompson & Reuters de 4,774 (JCR 2011). Classificada no extrato

A2 do comité de Ciéncias Bioldgicas Il da Capes.
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Figura 9 - Estruturas do substrato sintético da sPLA,, &acido 4-nitro-3-octanoil-
oxibenzodico (4N30OBA), e do cromoforo, acido 4-nitro-3-hidroxibenzoico, detectado em
425 nm.

9 o Fosfolipase A,
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Fonte: Petrovic et al. (2001).

Para avaliacdo o efeito da harpalicina 2 na atividade catalitica das
fosfolipases A, secretorias, as sPLA, foram incubadas com a harpalicina 2 — na
mesma propor¢do — por um periodo de 30 minutos. A concentracdo final da
harpalicina 2 e do substrato sintético na mistura reacional foi a mesma, devido ao
comportamento cinético das sPLA,s, baseado em experimentos prévios realizados
no Laboratério de Quimica de Macromoléculas da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), coordenado pelo Prof. Marcos H. Toyama.

4.4.2 Inducao de edema de pata

O edema foi induzido pela injecdo subplantar de 25 pL da solugdo de
sPLA,s (1 mg/mL, ou seja, 25 ug/pata). O volume da pata do camundongo foi
medido imediatamente antes da injecdo das amostras e em diferentes intervalos de

tempo apos a injecao (30, 60, 120, 240 e 480 min) utilizando um pletismémetro (Ugo
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Basile, Itdlia). Todas as amostras foram diluidas em tampé&o fosfato salina (PBS)
estéril. Os resultados (n = 6) foram expressos como o aumento do volume da pata
(em pL), calculados a partir da subtracdo do volume basal.

A capacidade de neutralizacdo do edema de pata induzido pela
administragao das sPLA,s anteriormente descritas foi testada de acordo com
Iglesias et al. (2005). Para tanto, a harpalicina 2 foi incubada com as sPLA,s — PrTX-
[ll, Cdt F15, Apis e Naja — na mesma proporcao (1:1; massa:massa) durante 30 min
a 37 °C. Para apresentacao dos resultados, os valores obtidos pela injecdo de PBS
e da HP-2 foram subtraidos dos valores dos grupos tratados — para melhor

apresentacao dos resultados — funcionando como controles negativos.

4.4.3 Miotoxicidade

A miotoxicidade induzida pela administracdo intramuscular das sPLA,s —
PrTX-1ll, Cdt F15, Apis e Naja — foi quantificada pela determinacdo da atividade
plasmatica da enzima creatina quinase (CK) utilizando o kit CK-UV (Sigma Chemical
Co.). As sPLA,s ou aquelas previamente incubadas com a harpalicina 2 — como
descrito anteriormente — foram injetadas (25 pL) no musculo gastrocnémio esquerdo
dos camundongos (n = 6). Os grupos controle receberam PBS e HP-2. Apés 3 horas
da administracdo, amostras de sangue foram coletadas pela cauda dos animais,
utilizando capilares heparinizados, e centrifugadas para separacdo do plasma. A
atividade de CK foi determinada em triplicata utilizando 4 pL de plasma seguindo as

recomendag0des do fabricante. Os resultados foram expressos em U/L.

4.4.4 Atividade antiinflamatdria in vitro

A capacidade de inibicdo de enzimas pro-inflamatorias pela harpalicina 2
em diferentes concentragdes (4, 32, 64 e 128 ug/mL) foi testada utilizando diferentes
enzimas de acordo com os protocolos estabelecidos pelos fabricantes, e descritos
brevemente a seguir. Os valores de IC50 foram calculados utilizando o programa
GraphPad® Prism 5.0.
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a) Inibicdo das ciclo-oxigenases

A ciclo-oxigenase (Prostaglandina H, Sintase ou PGHS) é uma enzima
bifuncional que possui atividade de ciclo-oxigenase e de peroxidase. O componente
COX converte araquidonato (AA) a um intermediario endoperoxido (prostaglandina
G,). Em seguida, o componente peroxidase reduz o grupamento endoperdxido a
hidroxila correspondente (prostagladina H,), que € o precursor das prostaglandinas e
tromboxanos (FIGURA 10).

Figura 10 - Cascata do &cido araquidbnico para producdo de prostaglandinas e

tromboxanos.
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Os ensaios de inibicdo das COX-1 e 2 foram realizados pela quantificagéo
da atividade de peroxidase da COX. A atividade peroxidase € medida
colorimetricamente pelo monitoramento da oxidacdo do substrato colorimétrico
(N,N,N’,N’-tetrametil-p-fenilenodiamina, TMPD) em 590 nm. A mistura reacional foi
composta de 150 pL de tampéo (0,1 M Tris-HCI, pH 8,0), 10 pL da solugéo de
heme, 10 pL da solugdo da enzima (COX-1 ou COX-2) e 10 pL da solugéo de HP-2
(ou do solvente usado para dilucdo). Apos leve homogeneizacao e incubacéo por 5
minutos a 25 °C, foram adicionados 20 pL da solucdo de TMPD e 20 uL de acido
araquidonico (1,1 mM em 5 mM de KOH) em cada pogo. A leitura foi realizada em
590 nm — ap6s mais 5 minutos de incubacdo a 25 °C — em leitor de placas
SpectraMax 340 (Molecular Devices, EUA), em triplicata (n = 4).

b) Inibicdo das lipoxigenases

As lipoxigenases (LOX) sédo dioxigenases que catalisam a oxidacdo de
acidos graxos — que contenham liga¢cdes duplas conjugadas com estereoquimica
cis, como o acido araquidbnico — pela adicdo de oxigénio molecular. A LOX
incorpora um grupo hidroperéxi ao araquidonato - que pode ser introduzido nas
posi¢coes C5, C12 e C15 — formando o hidroperoxieicosatetranoato correspondente
(5-, 12- ou 15-HEPTE). Este é o precursor direto do leucotrieno A4 (FIGURA 11).

Figura 11 — Cascata do &cido araquidonico para produ¢éo de leucotrienos.
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Os ensaios de inibicdo das 5- e 15-lipoxigenases foram baseados na
producdo de hidroperdxidos pela reacdo de lipoxigenagdo. As reacdes foram feitas
em triplicata (n = 4). Para isso, foram adicionados 90 puL da solucdo de lipoxigenase
e 10 yL da solucdo de harpalicina 2 (1 mg/mL, ou do solvente utilizado) em cada
poco. A reacao foi iniciada pela adi¢ao de 10 uL de AA 1 mM em cada poco, seguida
pela agitacdo da placa por 5 minutos a temperatura ambiente. ApGs este periodo, a
reacao foi interrompida pela adicdo de 100 pL de Chromogen® a cada poco. A placa
foi mantida sob agitacdo por 5 minutos a temperatura ambiente para que a reacéo
de cor entre os peréxidos formados e o Chromogen® ocorresse. A absorbancia do
produto formado foi medida em 490 nm utilizando um leitor de placas SpectraMax
340 (Molecular Devices, EUA).

c) Inibicdo das fosfolipases A, secretérias

A inibicdo das fosfolipases A, secretérias foi avaliada utilizando o 1,2-
ditio-diheptonoil-fosfatidilcolina (DHTPC) como substrato e o acido 5,5’-ditio-bis-(2-
nitrobenzoico) (DTNB, reagente de Ellman) como reagente de cor (FIGURA 12). As
reacoes foram feitas em triplicata (n = 12). Foram adicionados 10 pL da solucéo de
SPLA; e 10 pL da solucéao de harpalicina 2 (ou do solvente utilizado). Para iniciar a
reacdo, 200 puL de DHTPC 1,66 mM em tampao Tris-HCI 25 mM, contendo CacCl,
10mM, KCI 100 mM e Triton X-100 0,3 mM (pH 7,5). A placa foi agitada por 30
segundos e incubada durante 15 minutos a 25 °C. Para a reacdo colorimétrica,
foram adicionados 10 uL de DTNB 10 mM em tampao Tris-HCI 0,4 M (pH 8,0). Apos
agitacdo, a absorbancia foi medida em 405 nm utilizando um leitor de placas
SpectraMax 340 (Molecular Devices, EUA).



Figura 12 — Esquema da reagdo para deteccdo de tids livres utilizando o reagente de
Eliman.
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Fonte: Protocolo n° 10004883 da Cayman Chemicals (sPLA, Type V Inhibitor Screening
Assay Kit).

4.4.5 Modelagem molecular

Para avaliar a interacdo entre a harpalicina 2 e os sitios ativos das quatro
sPLA,s de venenos foram utilizadas técnicas de modelagem molecular. Esses
calculos foram realizados no Laboratorio de Quimica Tedrica Medicinal (LQTM), do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Pernambuco,
coordenado pelo Prof. Dr. Marcelo Zaldini Hernandes.
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A estrutura da harpalicina 2 foi inicialmente otimizada pelo método AM1
(DEWAR et al., 1985) implementado no programa BioMedCache (BIOMEDCACHE,
1989) com valores padrao para os critérios de convergéncia. Os calculos de docking
foram realizados no programa GOLD 4.0 (JONES et al., 1997) para obtencéo das
afinidades relativas in silico da harpalicina 2 com os sitios ativos das sPLA,s.
As estruturas tridimensionais das sPLA,s foram obtidas no RCSB Protein
Data Bank (http://www.pdb.org/), com os seguintes codigos de acesso:
» 1GMZ - Crystal structure of the D49 phospholipase A, Piratoxin 1l
from Bothrops pirajai;
= 2Q0G - Crotoxin B, the basic PLA, from Crotalus durissus
terrificus;
» 1PSH - Crystal structure of phospholipase A, from Indian cobra
reveals a trimeric association;
= 1POC - Crystal structure of bee-venom phospholipase A; in a

complex with a transition-state analogue;

Os calculos de docking foram conduzidos levando em consideragcdo a
flexibilidade da harpalicina 2, através da ativacdo dos graus de liberdade de rotacao.
O sitio ativo foi definido a partir de um raio de 10 A do residuo 48 (histidina ou acido
aspartico), devido a importancia desse residuo de acordo com a literatura (SCOTT,
SIGLER, 1994; VERHEIJ et al., 1980).

Com isso finalizamos os métodos utilizados no primeiro artigo. O segundo
artigo, descrito a seguir, compara os efeitos da harpalicina 2 e de outros dois
inibidores padréo de sPLA; — acido aristoléchico e brometo de p-bromofenacila — na

estrutura, atividade catalitica e agregacéao plaquetaria induzida pela piratoxina Ill.
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4.5Caracterizagdo do mecanismo de acdo da harpalicina 2 na atividade
enzimatica e agregacdao plaquetaria induzida pela piratoxina-Il|

Estes métodos foram publicados no periédico BMC Complementary &
Alternative Medicine? com o titulo “Harpalycin 2 inhibits the enzymatic and platelet
aggregation activities of PrTX-lll, a D49 phospholipase A, from Bothrops pirajai

venom”. O artigo original pode ser visto nos Apéndices (p. 124).

45.1 Atividade catalitica

Neste artigo, o efeito da harpalicina 2 e do brometo de p-bromofenacila
(p-BPB) sobre a atividade catalitica da PrTX-Ill foi avaliado utilizando o substrato
sintético 4N3OBA (TOYAMA et al., 2003). A mistura reacional (descrita no item
4.4.1) foi incubada durante 40 minutos a 37 °C. A absorbancia (em 425 nm) foi
medida a cada 10 minutos. Para determinagéo da ICso da harpalicina 2 e do p-BPB,
diferentes concentragbes (5, 10, 20, 40 e 80 pg/mL) dos inibidores foram

adicionadas.

4.5.2 Obtencéo dos complexos PrTX-lll:Harpalicina 2

O complexo PrTX-lll:HP-2 foi obtido através de cromatografia liquida de
fase reversa apds pré-incubacdo (IGLESIAS et al., 2005). A harpalicina 2 foi
incubada numa proporcéo de 1:4 com a PrTX-lll durante 60 minutos a 37 °C (250 uL
de HP-2 e 1 mL de PrTX-lll, ambas na concentracdo de 1 mg/mL). A PrTX-Ill foi
diluida em bicarbonato de aménio 1 M.

ApoOs a incubacéo, a solugcéao foi centrifugada. Amostras de 200 pL do
sobrenadante foram injetadas em uma coluna de fase reversa C5 (25 cm x 10 mm
com 10 um, Supelco, Pensilvania, EUA) acoplada a um sistema de HPLC com

monitoramento em 214 nm, de acordo com as seguintes condicdes:

4 Fator de impacto calculado pela Thompson & Reuters de 2,24 (JCR 2011). Classificada no extrato

B1 do comité de Ciéncias Biologicas Il da Capes.
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= Solugdo A — Acido trifluoroacético (TFA) 0,1% em agua;

» Solugéo B — Acetonitrila 66,6% na solugéo A;

» Gradiente:
= 0 - 02 minutos: 100% solucédo A
= 02 - 05 minutos: 80% solucdo A e 20% da solugéo B;
= 05— 30 minutos: 100% solucéao B

= Fluxo: 2,0 mL/min

O principal objetivo desta cromatografia foi separar o complexo PrTX-
llI:HP-2 da HP-2 que ndo havia complexado com a proteina. Os sais e
contaminantes foram eluidos no inicio da cromatografia com 100% da solucédo A. O
complexo PrTX-lll:HP-2 foi utilizado nos ensaios de espectrometria de massas,
dicroismo circular, fluorescéncia intrinseca e agregacdo plaquetéria, conforme

descrito a sequir.

4.5.3 Cromatografia de exclusdo molecular

As analises por cromatografia de exclusdo molecular foram realizados
segundo protocolo estabelecido por Oliveira et al. (2002). Para isso, foi utilizada uma
coluna AP-1 (Waters, 1 x 60 cm) preenchida com Superdex 75 (Pharmacia, GE
Healthcare), um gel filtrante de alta resolu¢cdo para cromatografias analiticas e
semipreparativas de biomoléculas com massa molecular entre 3 e 70 kDa. As
proteinas (PrTX-lll e PrTX-lll:HP-2) (1 mg/mL) foram dissolvidas em 250 pL de
tampédo (fosfato de potassio 0,05 M, pH 7,5), e centrifugadas a 4.500 g por 5
minutos. Amostras de 200 pL do sobrenadante foram incubadas a 37 °C durante 60
minutos antes da injecdo na coluna. Foram injetados 25 yL de cada amostra, as
quais foram eluidas sob condic¢des isocraticas, com fluxo constante de 0,2 mL/min e

monitoramento em 280 nm.

4.5.4 Espectrometria de massas

A espectrometria de massas é uma técnica altamente eficaz para

determinacdo do peso molecular de compostos através da formacdo de ions, com



58

separacdo e deteccdo baseada na relacdo massa/carga (m/z). Duas técnicas sao
utilizadas para determinacdo da massa de biomoléculas como proteinas e
peptideos: o eletrospray e a matrix-assisted laser desorption ionization-time-of-flight
(MALDI-TOF). Ambas as técnicas possibilitam que as amostras sejam levemente
ionizadas, mantendo as moléculas relativamente intactas durante o processo de
ionizagao (KICMAM; PARKIN; ILES, 2007).

A determinacdo da massa molecular da PrTX-lll e da PrTX-lll:HP-2 foi
realizada por MALDI-TOF, utilizando um espectrobmetro de massas Voyager-DE
PRO MALDI-TOF (Applied Biosystems®, Life Technologies™, Califérnia, EUA). 1 uL
das amostras (diluida em TFA 0,1%), foi misturada com 2 yL da matriz (acido a-
ciano-4-hidroxicinamico, 50% de acetonitrila). A matriz foi preparada com acetonitrila
30% e TFA 0,1%. As seguintes configuracdes foram utilizadas no equipamento:

» Voltagem de aceleracéo: 25 kV;
» Laser fixo em: 2.890 pJ/com2;
= Delay: 300 ns;

= Modo de andlise: linear

455 Dicroismo circular

O dicroismo circular (CD) € uma técnica espectroscopica utilizada para
avaliar a conformacao e a estabilidade de proteinas em diferentes condi¢cdes, como:
temperatura, pH, presenca de solutos e pequenas moléculas, especialmente
ligantes. Dentre as vantagens acopladas a essa técnica estédo a praticidade de uso,
a necessidade de baixas concentracfes das amostras (1 — 10 mg/mL) e o fato de
ser uma técnica ndo destrutiva (CORREA; RAMOS, 2009).

Para apresentar bandas de CD, a molécula deve possuir pelo menos um
centro quiral. No CD, um feixe de luz polarizado circularmente tanto a direita quanto
a esquerda passa através da amostra, e a diferenca entre a absorcdo dos
componentes da esquerda e da direita é medida (AA = Agsquerda — Abpireita). Uma
amostra opticamente ativa absorvera de maneira diferente a luz polarizada
circularmente para esquerda e para direita, obedecendo a lei de Lambert-Beer
(CORREA; RAMOS, 20009).
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No estudo de proteinas, os resultados de sdo normalmente expressos

como 6. A relagao entre AA e 6 pode ser explicada pela seguinte equacao:

0 = AA/32.982

Normalmente 6 é dado expresso em miligraus (m°) devido aos valores
baixos das medidas de diversas amostras.

Para os ensaios de CD, as sPLA;s — PrTX-lll e PrTX-lll:HP-2 — foram
dissolvidas em tampé&o fosfato de sédio (pH 7,4). A concentracao final de proteina foi
ajustada para 8,7 mM. Apo6s centrifugacdo a 4.000 g por 5 minutos, as amostras
foram transferidas para uma cubeta de quartzo, com caminho de luz de 1 mm. Os
espectros de CD foram medidos em um intervalo de comprimento de onda de 185 —
300 nm em um espectropolarimetro J720 (Jasco®, Téquio, Japdo), com fenda de 1
nm e tempo de resposta de 1 s. A coleta de dados foi realizada a temperatura
ambiente, com velocidade de leitura de 100 nm/min. Nove leituras foram obtidas
para cada amostra e todos os valores foram corrigidos pela subtracdo dos brancos
do tampé&o.

4.5.6 Agregacdao plaquetaria

A atividade de agregacdo plaquetéaria foi avaliada segundo os métodos
publicados por Oliveira et al. (2008) e dos Santos et al. (2008). O sangue utilizado
para os experimentos foi tirado de voluntarios sadios, que negaram o consumo de
qualquer medicamento no periodo de 15 dias anteriores a coleta. Este procedimento
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas
da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) — sob o protocolo CAEE
0323.0.146.000-09 — onde os experimentos foram realizados.

O sangue foi coletado em tubos contento 1/10 do volume final de citrato
de sodio 3,8%. O plasma rico em plagquetas (PRP) foi obtido através de
centrifugacédo do sangue total a 200 g, por 10 minutos a 20 °C. Para o preparo das
plaquetas lavadas (PL), o PRP foi centrifugado a 2.000 g, por 12 minutos a 20 °C. O
precipitado de plaquetas foi ressupendido em 10 mL de solugéo tampéao (NaCl 135
mM, NaHCO3; 12 mM, KCI 3 mM, Na,HPO, 0,3 mM, MgCl, 1 mM, HEPES 10 mM,
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glicose 5 mM e albumina bovina 0,3%), e submetido a outra centrifugacdo e
ressuspencado. A contagem das plaquetas foi realizada em um Coulter S Plus
(Coulter Electronics, Florida, EUA) e a concentracdo final da suspensédo de
plaguetas foi ajustada para 300.000 plaquetas/mL e mantidas a temperatura
ambiente durante 1 hora para recuperar a sensibilidade aos agentes agregantes.

A quantificagéo da agregacao foi realizada utilizando-se um agregdémetro
de dois canais (Payton Scientific Instruments Inc., Nova lorque, EUA). A solucao de
plaguetas (0% de agregacao) foi utilizada para determinar o 0% de transmitancia,
enquanto que a solugcdo de plaquetas adicionada de trombina 0,05 Ul/mL (100%
agregacgéao) foi utilizada para determinar a amplitude (100% de transmitancia) do
registro de agregacao do plasma.

A atividade agregante da PrTX-Ill e o efeito dos inibidores — harpalicina 2
(HP-2), acido aristolochico (Aris Ac) e brometo de p-bromofenacila (p-BPB) — foi
avaliada. Os ensaios foram realizados utilizando 400 pL da solugéo de plaquetas em
uma cubeta siliconizada, incubadas a 37 °C sob agitacdo constante. Apds 3 minutos
da adicdo de 10 pg de PrTX-lll (ou PrTX-11I:HP-2; PrTX-lll:Aris Ac; PrTX-1ll:p-BPB), a
agregacao foi medida durante 5 — 10 minutos.

Na tentativa de determinar o mecanismo de agédo da harpalicina 2, a
solucdo de plaquetas foi incubada com 10 pL de HP-2 (5 mg/mL), araquidonoil-
trifluorometil-cetona (AACOCF3, 1 mM) ou indometacina (INDO, 1 mM) durante 5
minutos antes da adicdo de 10 pL dos agentes indutores de agregacéao: PrTX-1ll (10

pg) ou acido araquidénico (AA, 50 mM).

4.5.7 Modelagem molecular

Os célculos de docking foram realizados para determinar a afinidade in
silico dos inibidores — harpalicina 2, &acido aristolochico e brometo de p-
bromofenacila — pelo sitio ativo da piratoxina Il (PrTX-111).

A estrutura dos inibidores foi inicialmente otimizada pelo método AM1
(DEWAR et al., 1985) implementado no programa BioMedCache (BIOMEDCACHE,
1989) com valores padrdo para os critérios de convergéncia. Os calculos de docking
foram realizados no programa GOLD 4.0 (JONES et al., 1997) para obtencéo das

afinidades relativas in silico da harpalicina 2 com os sitios ativos das sPLA,s.
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A estrutura tridimensional da PrTX-Ill foi obtida no RCSB Protein Data
Bank (http://www.pdb.org/), com os seguintes codigos de acesso:
» 1GMZ - Crystal structure of the D49 phospholipase A, Piratoxin 1l

from Bothrops pirajai;

A estrutura era um dimero, de forma que a cadeia “A” foi escolhida para
realizacdo dos calculos, os quais foram conduzidos levando em consideracdo a
flexibilidade dos ligantes (inibidores) e do alvo, para simular o ajuste induzido gerado
pela presenca de um ligante no sitio ativo. Para isso, os residuos Pheb5, lle9, Phel8,
Tyr21, Val22, Tyr27, His47, Asp48, Lys60 e Phe96 foram configurados de tal
maneira que as tor¢cdes das cadeias laterais foram consideradas ativas durante os
célculos. O sitio ativo foi definido como todos os atomos em um raio de 8 A do

ligante co-cristalizado, &lcool isopropilico.

4.6 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo médio (E.P.M.)
e analisados por analise de variancia (ANOVA) com pdés-teste de Dunnett, onde os
varios grupos sao comparados a um grupo controle. O intervalo de significancia foi
fixado em 5% (p < 0,05). Todas as andlises estatisticas foram feitas utilizando o

programa GraphPad® Prism 5.0.

Na proxima secdo, os resultados oriundos da execucao dos protocolos
descritos aqui sdo apresentados. Para melhor compreenséo, os resultados também

foram agrupados de acordos com os dois artigos publicados.
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5. Resultados

5.1Avaliacéo geral da atividade antifosfolipasica A, da harpalicina 2

A harpalicina 2 foi isolada como um sdlido amorfo com ponto de fuséo
entre 232,6 e 234,4 °C. Sua formula molecular de C,;H;150 foi determinada pelo ion
molecular em m/z 382 Daltons por espectrometria de massas. A elucidagcao
estrutural foi realizada através de técnicas espectroscopicas, incluindo RMN 1D e
2D, e por comparacao de dados da literatura, uma vez que o composto ja havia sido
isolado previamente (DA SILVA et al.,, 1999). A estrutura da harpalicina 2 esta

representada na Figura 13.

Figura 13 — Estrutura da harpalicina 2.

Fonte: da Silva et al. (1999).

O primeiro teste realizado com a harpalicina 2 — em relacdo a sua
capacidade de inibir os efeitos das sPLA,s — foi sobre a atividade catalitica de quatro
sPLA,s isoladas de venenos animais. A harpalicina 2 inibiu todas as sPLA.s
testadas (na proporcdo de 1:1 em relacdo ao substrato sintético utilizado). Os
percentuais de inibigéo foi de 58,7 % para PrTX-Ill, 78,8% para Cdt F15, 87,7% para
Apis e 88,1% para Naja (FIGURA 14). A titulo comparativo, estes percentuais de
inibicdo foram bem maiores que os promovidos pelo brometo de p-bromofenacila,
um inibidor de PLA, classico (COTRIM et al., 2011).



64

Figura 14 — Efeito da harpalicina 2 (HP-2) sobre a atividade catalitica das fosfolipases A, secretérias
(sPLA,) dos venenos de Bothrops pirajai (PrTX-lll), Crotalus durissus terrificus (Cdt F15), Apis
mellifera (Apis) e Naja naja (Naja) utilizando 4N3OBA como substrato e calculada através do aumento
da absorbancia (425 nm) apés 20 min de reacdo. Os dados foram expressos como média + E.P.M. e
analisados por ANOVA com pés-teste de Dunnett, com *p < 0,05.
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Fonte: Autor.

A harpalicina 2 neutralizou a primeira fase (pico) do edema de pata
induzido pela administracdo exdgena das sPLA;s, ndo sendo eficaz na diminui¢éo
do platé mantido apds 4 horas de administracdo das toxinas, como mostrado nas
Figuras 15 e 16. Também foi observada inibicdo significativa da miotoxicidade
induzida pelas sPLA;s (FIGURA 17).
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Figura 15 — Efeito da harpalicina 2 (HP-2) na formagdo do edema — medido em pL — apds injecédo
subplantar das sPLA,s (25 upg/pata) dos venenos de: a. Bothrops pirajai (PrTX-1ll), e b. Crotalus

durissus terrificus (Cdt F15). Os dados foram expressos como média + E.P.M. e analisados por
ANOVA com pés-teste de Dunnett, com *p < 0,05.
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Figura 16 — Efeito da harpalicina 2 (HP-2) na formagdo do edema — medido em pL — apds injecédo
subplantar das sPLA,s (25 pg/pata) dos venenos de: a. Apis mellifera (Apis), e b. Naja naja (Naja). Os
dados foram expressos como média £ E.P.M. e analisados por ANOVA com pés-teste de Dunnett,
com *p < 0,05
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Figura 17 — Inibicdo pela harpalicina 2 da miotoxicidade induzida pelas sPLA,s (25 pg/animal) dos
venenos de Bothrops pirajai (PrTX-IIl), Crotalus durissus terrificus (Cdt F15), Apis mellifera (Apis) e
Naja naja (Naja) avaliada pela liberacdo de creatina quinase (CK) no plasma. Dados expressos como
média + E.P.M. e analisados por ANOVA com pés-teste de Dunnett, com *p < 0,05.
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Fonte: Autor.

Com o intuito de verificar se a harpalicina 2 também possuia atividade
inibitéria sobre outras enzimas pro-inflamatérias — o que caracterizaria uma possivel
atividade anti-inflamatéria — foram realizados ensaios de inibicdo da atividade
catalitica das ciclo-oxigenases-1 e -2, 5- e 15-lipoxigenases, além das fosfolipases
A, secretérias de pancreas e do grupo V. Os valores de ICsy obtidos podem ser

vistos na Tabela 3.

Tabela 3 - Inibi¢céo da atividade catalitica de enzimas pré-inflamatdérias pela harpalicina 2.

Enzimas Pré-Inflamatérias ICso (Hg/mL)
sPLA, pancreética (bovina) 11,90
sPLA; grupo V (humana) 27,42
COX-1 131,90
COX-2 32,73
LOX 5 (batata) ND
LOX 15 (humana) 55,96
LOX 15 (soja) ND

Nota: ND = Nao determinado.

Fonte: Autor.



68

Para o melhor entendimento de como a harpalicina 2 interage com o0s
sitios ativos das sPLA.s testadas foram realizados calculos de docking utilizando o
programa GOLD 4.0. Os scores de docking (GOLD Scores) obtidos foram 33,93 para
PrTX-1ll, 44,12 para Cdt F15, 51,23 para Apis e 55,26 para Naja. A partir destes
valores, foi observada uma tendéncia interessante entre os resultados in silico
(scores de docking) e os in vitro (percentuais de inibicdo da atividade catalitica)
(FIGURA 18). A partir do alinhamento entre as sequéncias de aminoacidos das
quatro sPLAys, utilizando o programa ClustalX (THOMPSON et al.,, 1997), foi
observado que Apis possuia uma sequéncia mais divergente (com apenas 24% de
homologia quando comparada com a PrTX-lll), enquanto que as outras trés
sequéncias eram similares (com valores de homologia de 44% para Naja e 57%
para Cdt F15, quando comparadas com a PrTX-Ill) (FIGURA 19). Ao considerarmos
as estruturas secundarias e terciarias, a diferenca entre Apis e as outras trés sPLA,s
foi maior, de forma que a estrutura de Apis nédo foi incluida no alinhamento estrutural
realizado utilizando o programa PyMOL (DELANO, 2002), como mostrado na Figura
20.

O melhor resultado de docking foi obtido utilizando o alvo 1PSH (Naja),
corroborando o resultado in vitro, uma vez que a mesma sPLA, que apresentou 0
maior percentual de inibicdo da atividade catalitica. Por isso, esse resultado foi
utilizado para mostrar detalhadamente as interacdes moleculares entre a harpalicina
2 e o sitio ativo da sPLA,. Os residuos mais importantes no sitio ativo, incluindo
His48 e Asp49, foram evidenciados por estarem envolvidos em interacdes polares
com a harpalicina 2 (FIGURA 21). Uma visdo mais detalhada das interagdes

intermoleculares esta representada na Figura 22.
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Figura 18 — Tendéncia observada entre os resultados in silico (GOLD Scores) e o0s in vitro
(percentuais de inibicdo da atividade catalitica). Os valores préximos aos pontos representam o0s
percentuais de inibicdo e os cédigos de acesso do PDB. Cédigos de acesso do PDB: 1GMZ (PrTX-
), 2QOG (Cdt F15), 1PSH (Naja) e 1POC (Apis).
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70

Figura 19 — Alinhamento das sequéncias de aminoacidos de PrTX-IIl, Cdt F15, Naja e Apis, obtidas pelas codigos de acesso do PDB: 1GMZ, 2Q0OG, 1PSH e

1POC, respectivamente. O programa ClustalX foi utilizando, com configuracdo padréo.

2Q00G_A|PDBID |CHAIN|SEQUENCE ——-SL IKFETRKNAVPF
1PSH_A|PDBID|CHAIN | SEQUENCE ——-N KNMIKCEVPSRSWWDF.

1GMZ_A|PDBID|CHAIN| SEQUENCE —-—-DL GKMILKE GKLPFPYIXg G
G
G

1POC_A|PDBID |CHAIN| SEQUENCE II¥PGTLWCGHG GPNE
1 10 20

* . *
1GMZ_A |PDBID |CHAIN | SEQUENCE
2Q0G_A|PDBID |CHAIN | SEQUENCE
1PSH_A|PDBID |CHAIN | SEQUENCE
1POC_A|PDBID |CHAIN | SEQUENCE

Fonte: LQTM.
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Figura 20 — Alinhamento estrutural das sPLA,s (cartoon) com seus respectivos resultados de docking
para harpalicina 2 (stick): PrTX-1ll em verde, Cdt F15 em vermelho e Naja em azul. Modelo gerado
utilizando o programa PyMOL (DELANO, 2002).

Fonte: LQTM.
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Figura 21 — Visdo panoramica da melhor solucdo de docking obtida com o alvo 1PSH (Naja). Os
residuos importantes envolvidos em interacdo intermoleculares com a harpalicina 2 estdo
evidenciados. O fon Ca®* presente no sitio catalitico também esta representado (magenta).

Fonte: LQTM.
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Figura 22 - Visdo detalhada da melhor solu¢cdo de docking obtida com o alvo 1PSH (Naja). Os
residuos importantes envolvidos em interacdo intermoleculares com a harpalicina 2 estdo
evidenciados. O fon Ca®* presente no sitio catalitico também esta representado (magenta).
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5.2Caracterizagcdo do mecanismo de acdo da harpalicina 2 na atividade

enzimatica e agregacdao plaquetaria induzida pela piratoxina-Il|

A harpalicina 2 demonstrou uma boa capacidade de inibicdo da atividade
catalitica da PrTX-1ll em relagdo ao outro inibidor testado, o brometo de p-
bromofenacila (p-BPB). A ICs foi calculada utilizando o programa GraphPad® Prism
em 11,34 = 0,28 pg/mL. Nao foi possivel calcular a ICsy do p-BPB, pois 0 mesmo
apresentou somente uma inibicdo parcial da PrTX-lll nas concentracfes testadas
(FIGURA 23).

Figura 23 — Efeito inibitério ha harpalicina 2 (HP-2) e do brometo de p-bromofenacila (p-BPB) sobre a
atividade enzimética da PrTX-Ill, utilizando o acido 4-nitro-3-octanoil-oxibenzoico (4N3OBA) como
substrato para a reacao enzimética. Os dados foram expressos como média + E.P.M. e analisados
por ANOVA com pés-teste de Dunnett, com *p < 0,05.
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Fonte: Autor.

Apés a incubagéo da PrTX-lll com a harpalicina 2 (4:1), foi realizada uma
nova cromatografia em fase reversa, onde a PrTX-Ill ndo incubada (nativa) foi eluida
em 31,7 minutos, enquanto a PrTX-lll conjugada com a HP-2 (PrTX-Ill:HP-2) foi
eluida aos 32,3 minutos, mostrando um pequeno aumento no tempo de retencéo da
proteina (FIGURA 24).
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Figura 24 — Cromatograma em coluna de fase reversa da PrTX-lll e da PrTX-Ill incubada com a
harpalicina 2 (PrTX-IlI:HP-2), monitorado em 280 nm.
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Fonte: Autor.

A analise por cromatografia de exclusdo molecular revelou um fracéo
principal com massa molecular estimada em 25 kDa e uma fragdo minoritaria com
massa molecular estimada em 14 kDa para a PrTX-lll nativa. O comportamento
oposto foi observado para a PrTX-1ll:HP-2, onde a fracdo com massa molecular
estimada de 14 kDa representou aproximadamente 90% do total de proteina eluida.
Este resultado mostra que o tratamento com HP-2 causou uma reducdo da
dimerizagao da PrTX-1ll, enquanto que para PrTX-Ill nativa foi observada a transi¢céo
tipica de monémero para dimero (FIGURA 25a). Os resultados da cromatografia
foram confirmados a partir de uma analise eletroforética (Tricine SDS-PAGE), como
mostrado no detalhe (FIGURA 25b).
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Figura 25 — Avaliacao da dimerizacdo. a. Cromatografia de exclusdo molecular da PrTX-1ll e da PrTX-
Il tratada previamente com harpalicina 2 (PrTX-Ill:HP-2). As amostras foram submetidas as mesmas
condicbes cromatogréficas; b. andlise por SDS-PAGE em tricina confirmando os resultados da
cromotografia (MK, marcador molecular).

Q.14 ___ypymx 111
(----)PYTxX III:HP-2 !

el

1.2
_ PrTx Il
1.0 b. K ‘HP-2
€ 084 |kDa Przlll
5 94- =
o0 06 |
g 0.6- 45 | w—
30 =~ e —
0.4" 20— -—
- —_— e :
0.2 14w 2

0.0-‘ l-- -'-" L) I "--l '. 1 .-.: 1 L] 1 Ll 1 v 1
0 1030 40 50 60 70 80 90
Time (min)

Fonte: Autor.

Apbs a confirmacgdo da alteracdo na estrutura quartenéaria da PrTX-lll pelo
tratamento com a harpalicina 2, as amostras foram submetidas a espectrometria de
massa (MALDI-TOF) com o intuito de verificar se a interacao entre a PrTX-1ll e a HP-
2 envolvia a formacédo de ligac6es quimicas estaveis. Os resultados do MALDI-TOF
revelaram valores de 13.837,43 Da para PrTX-lll, e de 13.856,12 Da para PrTX-
[lI:HP-2, sugerindo que a ligagdo entre a harpalicina 2 e a PrTX-Ill ndo envolveu a
formacdo de um complexo estavel (FIGURA 26). A discrepancia entre os valores de
massa molecular obtidos pode ser devida a restauracdo do fon H* em alguns

aminoacidos.
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Figura 26 - Espectrometria de massa (MALDI-TOF) com voltagem de aceleragéo de 25 kV, laser fixo
em 2.890 pJ/com2, atraso de 300 ns e modo de analise linear. a. PrTX-lll; b. PrTX-III:HP-2.
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Fonte: Autor.

O espectro de dicroismo circular (CD) da PrTX-lll:HP-2 mostrou uma
diminuicdo no total de alfa-hélices e de folhas-beta quando comparados com o
espectro da PrTX-lll nativa, sugerindo um desenovelamento parcial da proteina
(FIGURA 27a). Esses dados foram reforcados pelo aumento observado na

fluorescéncia do triptofano da sPLA; tratada com a harpalicina 2 (FIGURA 27b).



78

Figura 27 — Analises espectroscépicas. a. Espectro de dicroismo circular da PrTX-lll e da PrTX-lll
tratada com harpalicina 2 (PrTX-ll:HP-2). Os dados obtidos na faixa de 185 — 260 nm estéo
representados e os resultados dos espectros expressos em m°. b. Estdo representadas as curvas de
fluorescéncia da PrTX-IIl e da PrTX-Ill:HP-2.
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Fonte: Autor.

O efeito da harpalicina 2 sobre a agregacdo plaquetaria induzida pela
PrTX-1ll foi comparado ao de dois inibidores de sPLA,s conhecidos, o &cido
aristolochico (Aris Ac) e o brometo de p-bromofenacila (p-BPB). Quando os
inibidores foram pré-incubados com a PrTX-Ill e repurificados, os complexos sPLA2-
inibidor ndo tiveram a mesma resposta que a proteina nativa na inducdo da

agregacéao plaquetaria, a qual foi praticamente nula para o complexo PrTX-III:HP-2,
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e parcialmente inibida para os complexos PrTX-1ll:Aris Ac e PrTX-lll:p-BPB (FIGURA
28). Também foi observado que a PrTX-lll tratada com a harpalicina 2 foi capaz de
iniciar uma agregacdo de praticamente 20%, mas esta foi rapidamente revertida.
Este efeito foi pouco evidente para o acido aristolochico e ndo foi observado com o
p-BPB.

Quando a harpalicina 2 foi adicionada previamente a solugdo de
plaguetas, tanto a agregacao induzida pela PrTX-lll, quanto aquela induzida pela
adicdo de &cido araquidénico (50 mM) foi inibida (FIGURA 29). Este efeito foi
semelhante ao observado com o uso do AACOCF3 (araquidonil-trifluorometil-
cetona), um inibidor especifico de fosfolipase A,, na inducdo da agregacdo pela
PrTX-1ll. Em contraste, o tratamento prévio com indometacina so inibiu parcialmente
a agregacao induzida pela PrTX-1ll (FIGURA 30). Esse resultado aponta a atividade
fosfolipasica A, como crucial na inducdo da agregacdo plaquetéaria completa (no
intervalo de tempo do experimento), mas que a cascata do &cido araquiddnico
também esta envolvida, uma vez que a harpalicina 2 também inibe a agregacéo

induzida pelo acido araquidénico.
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Figura 28 — Agregacao plaquetéria induzida pela administracdo de 10 pg de PrTX-lll ou de PrTX-llI
tratada com harpalicina 2 (HP-2), acido aristoléchico (Aris Ac) ou brometo de p-bromofenacila (p-
BPB). a. Curva temporal, e b. Agregacéo apds 8 minutos. Dados expressos como média + E.P.M. e
analisados por ANOVA com pés-teste de Dunnett, com *p < 0,05.
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Figura 29 — Efeito da incubacao das plaquetas com a harpalicina 2 (5 mg/mL) antes da administracéo
de PrTX-lll (10 pg) ou do acido araquiddnico (AA, 50 mM). a. Curva temporal, e b. Agregacédo apés 8
minutos. Dados expressos como média + E.P.M. e analisados por ANOVA com pds-teste de Dunnett,
com *p < 0,05.
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Figura 30 — Efeito da incubacao das plaquetas com AACOCF3 (1 mM) ou indometacina (1 mM) antes
da administracdo de PrTX-lll (10 pg). a. Curva temporal, e b. Agregacdo apos 8 minutos. Dados
expressos como média + E.P.M. e analisados por ANOVA com pés-teste de Dunnett, com *p < 0,05.

Fonte: Autor.
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Os célculos de docking foram realizados para determinar a afinidade
relativa dos inibidores pelo sitio ativo da PrTX-lll utilizando o programa GOLD 4.0.
Os GOLD scores obtidos foram 36,78, 35,29 e 26,63 para a harpalicina 2, acido
aristoléchico e brometo de p-bromofenacila, respectivamente. A superposi¢cdo das
melhores solucdes de docking para os trés inibidores esta representada na Figura
31, enquanto que uma visdo detalhada do modo de ligacao da harpalicina 2 ao sitio
ativo da PrTX-Ill esta mostrada na Figura 32.

A razdo para maior estabilidade da harpalicina 2 no sitio ativo do alvo
(maiores valores de GOLD score) € explicada principalmente pela presenca de
algumas interag0es intermoleculares, principalmente uma ligacdo de hidrogénio que
a harpalicina 2 faz com o residuo Asp48, com 2,88 A (FIGURA 32). Uma
comparacao detalhada dos resultados de docking obtidos, com as interacfes

intermoleculares, para os trés inibidores e a PrTX-Ill esta descrita na Tabela 4.

Figura 31 — Superposicdo das melhores solugbes de docking para os inibidores harpalicina 2
(laranja), acido aristolochico (vermelho) e brometo de p-bromofenacila (verde). O alcool isopropilico
cocristalizado esta representado em cinza.

Fonte: LQTM.
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Figura 32 — Visdo detalhada da melhor solucé@o de docking para a harpalicina 2. A ligacéo de

hidrogénio (com 2,88 A) estéa representada pela linha preta (----).

Fonte: LQTM.
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Tabela 4 — Detalhes dos resultados de docking e interacdes intermoleculares identificadas para os
inibidores harpalicina 2 (HP-2), acido aristoléchico (Aris Ac) e brometo de p-bromofenacila (p-BPB),

utilizado como a PrTX-Ill (1GMZ) com alvo.

HP-2 Aris Ac  p-BPB
Inibicdo % da agregacgdo plaquetaria 95 55 35
GOLD score 36,78 35,29 26,63
Residuos HB HP HB HP HB HP
Leu2 - sim - - - -
Phe5 - - - sim - sim
lle9 - - - sim - sim
Pro17 - sim - sim - -
Phe8 - sim - - - -
Tyr21 — - - sim — sim
Aap48 288 - - - - _
Phe96 - - - sim - sim

Nota: Os percentuais de inibicdo da agregacao plaquetéria foram incluidos para comparacéo.
HB = liga¢des de hidrogénio, com valores dados em A; HP = interagdes hidrofébicas.

Fonte: LQTM.
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6. Discussao

Os produtos naturais de origem vegetal constituem uma importante fonte
de substancias potencialmente Uteis no tratamento das mais variadas doencas.
Essas substancias sdo oriundas do metabolismo secundario das plantas, e exercem
seus efeitos biolégicos através da interacdo com macromoléculas, como proteinas
(incluindo os receptores) e acidos nucléicos (SIMOES et al., 2007).

Existe certa sobreposicdo entre a capacidade de algumas plantas, e/ou
de seus constituintes ativos (isolados ou nado), de neutralizar acdes de venenos
ofidicos e, das mesmas possuirem certo grau de atividade anti-inflamatéria e/ou
hepatoprotetora. Alguns exemplos que podem ser citados sdo Eclipta alba (L.)
Hassk., Curcuma longa L. e Aristolochia cymbifera L., as trés sao antiofidicas
comprovadas cientificamente, além de anti-inflamatorias e hepatoprotetoras usadas
nas medicinas tradicionais de varios paises a milénios!!! (LORENZI; MATOS, 2008;
MELO; LUCIA; HABERMEHL, 2007). Esta observacdo aponta a existéncia de
alguma analogia entre os mecanismos relacionados com estas atividades (MORS et
al., 2000).

Algumas das possiveis explicacfes para essas acfes sobrepostas sao:
(1) a resposta inflamatéria do animal envenenado contribui para o quadro patolégico
do envenenamento, aumentando a lesdo aos tecidos; (2) as enzimas/toxinas
presentes nos venenos possuem similaridades estruturais com as enzimas pro-
inflamatoérias dos mamiferos, sendo assim inibidas pelas mesmas substancias
(LOMONTE et al., 2009; MELO; LUCIA; HABERMEHL, 2007; MORS, 1991, MORS
et al., 2000). Sabe-se que nenhuma das duas alternativas pode responder
totalmente a questao.

Os flavonoides sdo compostos polifendlicos amplamente distribuidos nos
vegetais, e devido aos seus efeitos sobre o sistema imune e a resposta inflamatoria,
sdo substancias de grande interesse farmacolégico. Além disso, varios trabalhos
demonstraram que os flavonoides inibem as fosfolipases A, secretdrias, a liberacao
do acido araquidonico e a formacéo de seus metabdlitos, os eicosanoides (GIL et al.,
1997; IGLESIAS et al., 2005; LINDAHL; TAGESSON, 1997). Mais especificamente
para as isoflavonas, ja foram relatadas a inibicdo das sPLA;s e das ciclo-oxigenases
1 e 2 (DHARMAPPA et al., 2010; YANKEP et al., 2003).
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A harpalicina 2, uma isoflavona isolada das folhas de Harpalyce
brasiliana, foi testada quanto a capacidade de inibir as atividades enzimatica e
toxicas de diferentes sPLA;s isoladas de venenos animais. Primeiramente, os efeitos
da harpalicina 2 foram testados sobre quatro sPLA,s: PrTX-1ll, Cdt F15, Naja e Apis.
Quando pré-incubada com as enzimas, a isoflavona inibiu a atividade catalitica das
mesmas sobre o substrato sintético (4AN3OBA), como pode ser observado na Figura
14.

A literatura relata uma inibicdo de aproximadamente 40% da atividade
catalitica (nestas mesmas condigBes experimentais) das sPLA,s de venenos pelo
brometo de p-bromofenacila, um inibidor de sPLA,s ndo especifico amplamente
utilizando como controle positivo nestes testes (COTRIM et al., 2011; ZULIANI et al.,
2005).

Como a harpalicina 2 foi capaz de inibir a capacidade hidrolitica de todas
as sPLA,s testadas, seu efeito foi testado também sobre acdes toxicas mais
especificas destas enzimas, como a acdo edematogénica e miotoxica. Essas acdes
sdo comuns as sSPLA;s de venenos, enquanto que as enzimas de mamiferos
possuem acdo edematogénica menor e praticamente nenhuma acdo miotoxica
(KANG et al., 2011).

Em relacdo a atividade edematogénica das sPLA;s, a harpalicina 2 inibiu
a primeira fase (o pico do edema) como mostrado na Figura 15 e 16. Essa fase
inicial do edema esta relacionada com a liberacdo de histamina e serotonina,
enquanto que o platd estd ligado ao recrutamento de neutréfilos e a liberacdo de
citocinas e eicosanoides (ZULIANI et al., 2005; ZYCHAR et al., 2010).

A inducdo de edema pelas sPLA,s pode ser atribuida a hidrélise dos
fosfolipidios, favorecendo a sintese de eicosanoides. Contudo, as miotoxinas Lys49
(que sdo cataliticamente inativas devido & inabilidade de ligar o Ca®") também s&o
capazes de induzir edema, 0 que aponta para um mecanismo distinto para esse
efeito farmacologico para esta classe de toxinas. O efeito da harpalicina 2 foi
avaliado utilizando sPLA;s ativas, e varios estudos mostram que quando a atividade
catalitica das sPLA,s ativas é inibida, ocorre reducéo significativa do edema e da
miotoxicidade induzidas por essas enzimas (GUTIERREZ et al., 2009; ZULIANI et
al., 2005; ZYCHAR et al., 2010). No entanto, a relacdo entre atividade catalitica e a
formacdo de edema ainda € um pouco contraditéria, uma vez que ndo se sabe ao

certo os mecanismos de ligacdo a superficie celular, a existéncia de proteinas
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receptoras e, até onde de fato a atividade catalitica € responsavel pela acdo. Até o
momento, acredita-se que o sitio de interacdo sPLA,-célula € proximo ao sitio ativo e
ao loop de ligacdo ao Ca*", e por isso, a presenca de certos inibidores no sitio ativo
criaria um impedimento estérico para a ligacdo da sPLA, na superficie celular
(HUANCAHUIRE-VEGA et al., 2011).

Este parece ser o caso da harpalicina 2, que também inibiu
significantemente a miotoxicidade das sPLA,s testadas. Em relacdo ao modelo de
miotoxicidade, quando este € avaliado utilizando sPLA,s Asp49 como indutores, o
mesmo serve para avaliar a ativacdo interfacial destas enzimas, uma vez que a
miotoxicidade é causada pela hidrélise dos fosfolipidios de membrana que leva ao
aumento do Ca®* intracelular (sem descartar a participacéo de sitios de ancoragem
da sPLA,; a membrana das células musculares) (LAMBEAU; GELB, 2008). As
sPLA,s sdo as principais toxinas responsaveis pelo dano tecidual local nos
envenenamentos por serpentes do género Bothrops (GUTIERREZ; OWNBY, 2003).

Recentemente o envolvimento de ions K*, do ATP e dos receptores
purinérgicos foram apontados como amplificadores dos danos causados pelo influxo
de Ca®" na miotoxicidade induzida por sPLA,s de espécies de Bothrops (CINTRA-
FRANCISCHINELLI et al., 2010). Os autores enfatizaram a papel dos receptores
purinérgicos P2X e de seus inibidores na extensdo do dano ao tecido muscular,
dando uma explicacdo adicional ao fato de que o farmaco anti-T. cruzi, suramina,
bloqueia parcialmente a miotoxicidade induzida por sPLA,s Lys49 isoladas dos
venenos de B. asper e B. jararacussu. A suramina também se liga aos receptores
P2X, e essa propriedade poderia, pelo menos em parte, ser responsavel pelo efeito
inibidor desse farmaco. Atualmente esse efeito inibitério € atribuido a caracteristica
aniébnica da molécula (ARRUDA et al.,, 2002; FATHI; HARVEY; ROWAN, 2011,
SIFUENTES et al., 2008).

Véarios flavonoides e isoflavonas sdo antagonistas de receptores
purinérgicos, o que poderia explicar parcialmente o efeito inibidor destes compostos
da miotoxicidade induzida por sPLA,s de venenos (ALEXANDER, 2006). A inibicao
da miotoxicidade de sPLA,s e do veneno bruto de varias espécies serpentes foi
demonstrada pelos Grupos de Pesquisa de Farmacologia de Venenos e Toxinas e
de Quimica de Macromoléculas para varios metabdlitos secundarios, incluindo os

flavonoides quercetina, morina, naringina e rutina; a cumarina umbeliferona; e varios
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alcaloides solanidanicos (COTRIM et al., 2011; IGLESIAS et al., 2005; SANTOS et
al., 2011; TORRES et al., 2011; TOYAMA et al., 2009).

Para avaliar a possibilidade de uma atividade anti-inflamatoria in vitro
mais ampla, a ICso da harpalicina 2 foi determinada utilizando diversas enzimas pro-
inflamatoérias (TABELA R1). Esses valores foram bem menores para os sPLA,s de
mamiferos GIA e GV, intermediario para COX-2, e relativamente altos para as
demais enzimas (COX-1, LOX 5 e LOX 15), o que mostra que a harpalicina 2 € um
melhor inibidor de sPLA,s do que de COX/LOX, assim como apresentou uma certa
preferéncia para COX-2 em relacdo a COX-1 (DHARMAPPA et al., 2010)

O entendimento de como as pequenas moléculas (conhecidas como
ligantes, neste caso especifico a harpalicina 2) interagem com as proteinas,
enzimas, receptores ou qualquer que seja o dito alvo farmacolégico é de grande
interesse para farmacologia e para o desenvolvimento de farmacos no geral. Varias
abordagens podem ser utilizadas para predizer a interagéo ligante-receptor e, dentre
essas técnicas, os calculos de docking tém obtido bons resultados em tempos
relativamente reduzidos (JONES et al., 1997).

Os célculos de docking realizados neste trabalho revelaram uma
tendéncia interessante entre os resultados de estabilidade do ligante nos sitios
ativos das sPLA,s (GOLD scores) e os valores de inibicdo da atividade catalitica. Em
outras palavras, quando mais afinidade a harpalicina 2 teve pelo sitio ativo das
sPLA,s testadas, maior foi o percentual de inibicdo da atividade enzimatica.

Como a sPLA; GIA isolada do veneno de Naja naja apresentou o maior
GOLD score e os melhores resultados de inibicdo, sua estrutura cristalografica foi
escolhida para representar detalhadamente as interacdes intermoleculares (ligante-
alvo). Observou-se que residuos importantes do sitio ativo desta sPLAjS,
principalmente Gly30, Gly32 e Asp49, estdo envolvidos em interagdes polares com a
harpalicina 2, formando ligacbes de hidrogénio de 3,06, 3,35 e 2,60 A,
respectivamente (FIGURA 22).

Apods estes testes de triagem da atividade antifosfolipasica A, (e anti-
inflamatoria in vitro), o efeito da harpalicina 2 sobre a PrTX-Ill foi avaliado mais
detalhadamente, buscando compreender melhor o mecanismo de inibicdo desta
isoflavona. Para isso, a inibicdo da atividade enzimatica e da agregacéo plaquetaria
induzidas pela PrTX-1ll pela harpalicina 2 foi comparada com outros dois inibidores

de sPLA,s: o brometo de p-bromofenacila (p-BPB) e o acido aristoléchico (Aris Ac).
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Falando especificamente dos efeitos da harpalicina 2 sobre a PrTX-Ill, foi
determinada uma ICsp de 11,34 = 0,28 pg/mL para HP-2. O inibidor padrdo so6
apresentou uma inibicao parcial nas concentracdes testadas. Também foi observado
gue o tratamento com a harpalicina 2 favorecia a transicdo da forma dimérica para
monomerica. Esta transicdo per se esta implicada com uma reducédo de cerca de
100 vezes na velocidade de reacao, pois interfere na cooperacao substrato-enzima
(para substratos agrupados em superficies). Nao se sabe ainda até que ponto isso
influenciaria a atividade hidrolitica sobre substratos sintéticos ndo agrupados, como
0 4AN30OBA (HUANCAHUIRE-VEGA et al., 2011; MADSEN et al., 2011).

Quando o complexo PrTX-Ill:HP-2 foi analisado por dicroismo circular, foi
observado um desenovelamento parcial da proteina, o que comprova fisicamente a
interagdo ligante-enzima (CORREA; RAMOS, 2008). A regi&o N-terminal, o loop de
ligacdo ao Ca** e os a-hélices centrais participam ativamente da atividade catalitica
das sPLA,s. Modificacbes nessas regides levam a perda irreversivel da atividade
enzimatica e/ou da capacidade de ligacéo a superficie celular (BERG et al., 2001).

A PrTX-lll induziu a agregacdo plaquetaria de maneira concentracao
dependente. Este efeito foi completamente bloqueado pelo pré-tratamento com a
harpalicina 2. No comeco do experimento, contudo, foi observada uma pequena
agregacdo que foi rapidamente revertida. Os outros inibidores testados, p-BPB e
Aris Ac, tiveram apenas um efeito modesto na agregacao.

Polgar et al. (1997) sugeriram que as sPLA;s se ligam a um proteoglicano
heparan sulfato ancorado a um glicofosfatidilinositol na membrana plaquetéria.
Alguns estudos de mutac¢des pontuais na estrutura das sPLA,s revelaram que a
regido de reconhecimento deste proteoglicano pela sPLA,s esta localizada proxima
ao sitio ativo e ao loop de ligagcdo ao Ca*". Esta mesma regido seria o sitio de
ligacdo tedrica da harpalicina 2, e isso poderia estar influenciando diretamente a
ligacdo da PrTX-1ll as plaquetas.

O efeito da harpalicina 2 nas plaquetas foi semelhante ao induzido pelo
AACOCF3, um inibidor seletivo de PLA, com efeito intracelular. Alguns trabalhos
mostram que o distirbio causado a membrana celular leva ao influxo de Ca®* e a
ativacdo de cPLA;, resultando numa amplificacéo da liberacdo de acido araquidonico
(TENG; MA; OUYANG, 1985). A indometacina sO inibiu parcialmente o efeito
agregante da PrTX-1ll, esta droga é um inibidor de ciclo-oxigenase, além de um fraco
inibidor de PLA,.
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A harpalicina 2 também poderia estar agindo na cascata das ciclo-
oxigenases, um vez que ela bloqueia a agregacdo plaquetaria induzida pela
administracdo de acido araquidénico, mostrando um mecanismo independente do
bloqueio das sPLA;s.

Alguns estudos mostram o efeito anti-agregante de outras isoflavonas,
principalmente no modelo de agregacdo induzida por colageno. Neste modelo, o
colageno se liga a glicoproteinas na superficie da plaqueta, o que resulta em um
aumento do Ca®" intracelular, seguido da ativacdo da proteina quinase C (PKC) e da
fosfolipase A, citosdlica, o que culminaria com a producdo de tromboxano A,. Os
autores sugerem que as isoflavonas podem estar inibindo a agregagéo tanto pela
inibicdo da cPLA; quanto da COX (GOTTSTEIN et al., 2003; KONDO et al., 2002).

Estes resultados experimentais corroboraram com as observagdes in
silico, nas quais a harpalicina 2 apresentou a maior afinidade pelo sitio ativo da
PrTX-1ll, em comparacdo com os outros dois inibidores (4cido aristoléchico e o
brometo de p-bromofenacila). Novamente foi observado que os ligantes com os
maiores GOLD scores eram os que inibiam melhor as ac¢des da PrTX-1ll, neste caso
a agregacao plaquetéria. Deste modo, os resultados sugerem que a inibicdo da
agregacao plaquetaria esta relacionada a ligacdo da harpalicina 2 ao sitio ativo da
sPLA;s, interferindo assim na interagdo da PrTX-1ll com o substrato presente nas

plaguetas.
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7. Concluséo

Baseado nestes resultados experimentais, a harpalicina 2 se mostrou um bom
inibidor de fosfolipases A, secretdrias, em compara¢do com os inibidores padrao:

acido aristolochico e brometo de p-bromofenacila;

Além da inibicdo da atividade enzimatica, a harpalicina 2 foi capaz de inibir a
miotoxicidade e a primeira fase do edema, ambos induzidos pela administracdo de

sPLA,s de venenos animais;

Os valores de ICso da harpalicina foram consideravelmente menores sobre

fosfolipases A, secretdrias do que sobre outras enzimas pro-inflamatorias;

Quando o enfoque foi dado nos efeitos da harpalicina 2 sobre a PrTX-Ill, observou-
se gue esta altera a estrutura da sPLA,, com desenovelamento parcial e transicédo
da forma dimérica para monomérica, sem contudo haver a formacdo de um

complexo ligado covalentemente;

A harpalicina 2 reverteu a agregacdo plaquetaria induzida pela administracdo de
PrTX-1ll e acido araquidénico, em um perfil semelhante ao observado quando foi

utilizado o AACOCEFE3, um inibidor seletivo de PLA, intracelular;

Os resultados de docking apontaram como a harpalicina 2 provavelmente se liga ao

sitio ativo das sPLA2s, inibindo suas atividades enzimaticas e téxicas;

Esses resultados corroboram os dados etnoboténicos sobre o uso desta espécie

como antiofidica e anti-inflamatoria.

Estudos de modelagem molecular preditiva e semi-sintese seréo realizados com o
intuito de otimizar a estrutura da harpalicina 2 para melhorar seu efeito inibitério

sobre as sPLAss.
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Secretory phospholipases A, (sPLA;) exert proinflammatory actions through lipid mediators. These enzymes have been found to
be elevated in many inflammatory disorders such as rheumatoid arthritis, sepsis, and atherosclerosis. The aim of this study was to
evaluate the effect of harpalycin 2 (Har2), an isoflavone isolated from Harpalyce brasiliana Benth., in the enzymatic, edematogenic,
and myotoxic activities of sPLA, from Bothrops pirajai, Crotalus durissus terrificus, Apis mellifera, and Naja naja venoms. Har2
inhibits all sPLA, tested. Pr'TX-III (B. pirajai venom) was inhibited at about 58.7%, Cdt F15 (C. d. terrificus venom) at 78.8%, Apis
(from bee venom) at 87.7%, and Naja (N. naja venom) at 88.1%. Edema induced by exogenous sPLA, administration performed in
mice paws showed significant inhibition by Har2 at the initial step. In addition, Har2 also inhibited the myotoxic activity of these
sPLA;s. In order to understand how Har2 interacts with these enzymes, docking calculations were made, indicating that the
residues His48 and Asp49 in the active site of these enzymes interacted powerfully with Har2 through hydrogen bonds. These data
pointed to a possible anti-inflammatory activity of Har2 through sPLA,; inhibition.

1. Introduction

The flavonoids are a group of plant secondary metabolites
widely distributed in nature. They are divided in two main
classes: the flavonoids and the isoflavonoids. Many pharma-
cological activities have been described for both classes such
as anti-inflammatory and antioxidant, antiallergic, antiviral,

and anticancer [1, 2]. Many works have shown the phos-
pholipase A, (PLA2) inhibitory effects of flavonoids such as
rutin [3], morin [4], and quercetin [5], however, only few
works have been shown the antiphospholipasic A, activity of
isoflavonoids [6].

The PLA; s are a class of enzymes (EC 3.1.1.4) that cat-
alyzes the hydrolysis of the sn-2 ester bond of phospholipids



to produce lysophospholipids and free fatty acids, which are
substrates for the synthesis of proinflammatory eicosanoids
and platelet aggregating factor (PAF) [7, 8], in addition to
reactive oxygen species produced during the synthesis of
eicosanoids (which play a role as a positive feedback of
the enzymatic active of the PLA;) [9]. They are divided in
two major groups: cytosolic phospholipase A, (cPLA;) and
secretory phospholipase A, (sPLA;,). The last are divided in
ten groups as discussed elsewhere [10]. In many inflamma-
tory diseases, as in sepsis, atherosclerosis, and rheumatoid
arthritis, group IIA sPLA, are found in the inflammatory
areas and play a role not fully understood up to date [11, 12].

The sPLA, present in animal venoms share structural
features with mammalian (including human) group IIA
sPLA;, mainly in the active site, being for that reason useful
tools for the study of sPLA, inhibitors [7-12]. The exogenous
administration of these enzymes to experimental animals
provokes an inflammatory response similar to that observed
with administration of endogenous sPLA,, besides more
specific responses as myonecrosis [5, 13].

Current anti-inflammatory therapies include nons-
teroidal anti-inflammatory drugs that inhibit either LOX
or COX-1/2 enzymes and have serious side effects such
as gastrointestinal ulceration, bleeding, and cardiovascular
complications. In addition to these problems, COX-1/2
and LOX inhibitors cannot regulate the production of the
PAF, which continues causing inflammation [7, 8]. Effective
inhibitors of sSPLA, could be capable of depleting the down-
stream proinflammatory metabolites of arachidonic acid as
well as PAF, without the adverse effects of the current corti-
costeroids therapy since these enzymes are secreted only in
pathological conditions [7—10].

Harpalyce brasiliana Benth. (Fabaceae) is a Brazilian folk
medicine, popularly known as “raiz-de-cobra” (Port. Lit.
snakeroot). Its roots have been used in the Northeast of Brazil
to treat snakebite [14], while its leaves are claimed to be
anti-inflammatory (personal unpublished data). In this
paper, the effect of harpalycin 2 in structure and enzymatic,
edematogenic, and myotoxic activities of four sPLA,; isolated
from animal venoms was evaluated. In addition, the analysis
of the interaction between harpalycin 2 and the active site of
the tested sPLA, was performed by docking calculations.

2. Material and Methods

2.1. Material. Secretory PLA; from Bothrops pirajai (PrTx-
10I) and Crotalus durissus terrificus (Cdt F15) were purified as
described by Toyama et al. [15, 16], respectively. sPLA, from
Apis mellifera venom was purchased from BIOMOL Interna-
tional. Bovine pancreas and Naja naja venom sPLA, were
purchased from Sigma-Aldrich. The COX-1, COX-2, LOX
15hrc, and LOX 15syP1 came from Cayman Chemical. Other
salts, reagents, solvents were ultrapure grade, HPLC grade, or
sequencing grade purchase from the BIORAD, Sigma-
Aldrich (Supelco) and Pharmacia.

2.2. Plant Material. Leaves of Harpalyce brasiliana Benth.
were collected at the Chapada do Araripe, Barbalha (Cear4,
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Brazil) by Prof. E. R. Silveira. Botanical authentication was
made by Prof. E. P. Nunes of the Department of Biology,
Federal University of Ceard. Voucher specimen (number:
32525) has been deposited at the Prisco Bezerra Herbarium
(EAC), Department de Biology, Federal University of Ceard,
Fortaleza (Cear4, Brazil).

2.3. General Procedures. The mass spectra were obtained
on a Hewlett-Packard 5971 mass spectrometer by electron
impact ionization (70eV). 'H and *C NMR spectra were
recorded on a Bruker Avance DRX-500 (500 MHz for 1H
and 125 MHz for 13C); chemical shifts were expressedin scale
and were referenced to residual DMSO (2.5 and 39.5 ppm).
Silica Gel 60 (Merck, 70-230 mesh) was used for analytical
TLC. Column chromatographies were performed over silica
gel (Merck, 60 F254 230-400 mesh).

2.4. Extraction and Isolation of Harpalycin 2. Leaves of
Harpalyce brasiliana were pulverized and extracted with
EtOH at room temperature. The solvent was removed under
reduced pressure which produced a dark viscous extract
(HBFE). Liquid-liquid partition of a water suspension of
HBFE (110g) using petrol ether, CHCl3, EtOAc, and n-
BuOH yielded five fractions after solvent evaporation:
HBFEEp (24.5g), HBFEC (22.4 g), HBFEA (6.8 g), HBFEB
(30.4g), and HBFEAq (21.2 g).

Flash chromatography of HBFEC (12.0g) using n-
hexane and EtOAc as binary mixtures of increasing polarity
afforded 30 fractions, which were pooled in 9 fractions
after thin layer chromatography (TLC) analysis. HBFEC
(10-12) presented a yellow precipitate, yielding 120.0 mg
after recrystallization. NMR and Mass-spectrometric analysis
showed the structure of the isoflavone harpalycin 2 (Har2).
The fractions HBFEC (8-9) and HBFEC (13-17) were
purified, using the same method, yielding more 200.0 mg of
Har2.

2.5. Inhibition of sSPLA; Activity. sPLA; activity was measured
following the protocols described by Hernandez-Oliveira
et al. [17] and modified by Toyama et al. [18] for 96-
well plate. The standard assay mixture contained 200 mL of
buffer (10 mM Tris-HCI, 10 mM CaCl,, 100 mM, and NaCl,
pH 7.8), 20 uL of substrate (4-nitro-3-octanoyloxy-benzoic
acid (4N30OBA) 1 mg/mL, manufactured by BIOMOL, USA),
20uL of water, and 20uL of sPLA, solution (1mg/mL).
Enzymatic activity was calculated based on the increase in
absorbance at 425 nm after 20 min, at 37°C, as a direct result
of the cleavage of the synthetic substrate. All assays were
done using n = 12 and absorbance was measured using a
SpectraMax 340 multiwell plate reader (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA). Evaluation of Har2 effect on sPLA, enzy-
matic activity was performed after incubation of Bothrops
pirajai (PrTx-111), Crotalus durissis terrificus (Cdt F15), Apis
mellifera (purified, without the mellitin component), and
Naja naja sPLA, with Har2 at equal mass (1:1; w:w) for a
period of 30 minutes. The final concentration of the inhibitor
in the reaction mixture was the same of the substrate due to
the kinetic behavior of the sPLA,.
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2.6. Animals. Male Swiss mice (20-25g) obtained from the
Animal Facilities of Federal University of Ceard were used
in this study. The animals were maintained under standard
conditions (22 = 2°C; 12h light/dark cycle) with food
and water ad libitum. All experiments with animals were
guided in accordance with Brazilian laws for Care and Use
of Laboratory Animals and all the study protocols were
approved by Committee of Ethics from Federal University of
Ceara (Fortaleza, Brazil) protocol number 68/08.

2.7. Neutralization of the Edema Inducing Activity. Neutral-
ization of sSPLA;-induced paw edema by Har2 was performed
according to Iglesias et al. [4], using male Swiss mice (20—
25g, n = 6). The edema was induced by a single subplantar
injection of 25uL of sPLA, (25 ug/paw). Paw volume was
measured immediately before the injection of the samples
and at selected time intervals thereafter (30, 60, 120, 240, and
480 minutes) using a plethysmometer (Ugo Basile, Italy).
All samples were dissolved in sterile PBS. Results were
expressed as the increase in paw volume (¢L) and calculated
by subtracting the basal volume. Evaluation of Har2 effect on
sPLA; edema-inducing activity was carried out after incuba-
tion of Bothrops pirajai (PrTx-111), Crotalus durissis terrificus
(Cdt F15), Apis mellifera (purified, without the mellitin com-
ponent), and Naja naja sPLA, with Har2 at equal mass (1:1;
w:w) for 30 minutes at 37°C. The negative controls were
performed by administration of Har2 (25 ug/paw). These
values were subtracted from the volume of the paws treated
with sPLA, incubated with Har2 for clarity reasons.

2.8. Neutralization of Myotoxic Activity. Plasma creatine
kinase (CK) activity was measured using a CK-UV kinetic kit
(Sigma Chemical Co.). Native sPLA, (1 mg/mL) or those
previously incubated with Har2, as described above, were
injected intramuscularly (25uL) in the gastrocnemius of
male Swiss mice (20-25g, n = 6). The control group was
injected with sterile PBS, and the negative control with Har2.
After 3 hours, a blood sample was collected from the tails
using heparinized capillary tubes and centrifuged for plasma
separation. CK activity was determined in triplicate using
4 uL of plasma according to the manufacturer’s instructions,
and its activity was expressed in U/L.

2.9. Characterization of ICsy of Har2 against Several sPLA;
and Inflammatory Enzymes. The inhibitory capability of
Har2 against COX-1/2, LOX 15hrc, and 15syP1, bovine pan-
creas, and human group V sPLA, was investigated according
to the manufacturer’s instructions (Cayman Chemical). All
assays were carried out using n = 12 and the data
measured using a SpectraMax 340 multiwell plate reader
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Har2 was added in
different concentrations and ICsy values were calculated
using GraphPad Prism 5.0.

2.10. Circular Dichroism Spectroscopy. Native sPLA;, and
Har2-treated sPLA2 were dissolved in 10 mM sodium phos-
phate buffer (pH 7.4) and final protein concentrations were
adjusted to 8.7 mM. After centrifugation at 4000 g for 5 min,

samples of 20 uL were injected into molecular exclusion
column TSK G4000SWXL (0.7 x 300 mm) coupled in the
LC-2000Plus Series HPLC Systems (Jasco, USA), which have
been previously equilibrated with same buffer used for the
preparation of the samples sPLA,, Har2-treated sPLA,. In
this case, the chromatographic run of each samples was
simultaneously monitored using a CD-2095 Circular Dichro-
ism HPLC detector (Jasco, USA), FP-2020 Fluorescence
detector, and UV-2075 190 to 600nm detector. Circular
dichroism spectra were obtained by adjust the wavelength
range 220-260 nm and 260-320 nm to measure the presence
of random coil and tertiary protein folding, respectively.
Data collection was performed with a bandwidth of 1 nm,
response time of 1s at room temperature with 100 nm/min
scanning speed. The fluorescence detection was adjusted
specifically for monitoring the fluorescence emission of
tryptophan, which was measured between 300 and 450 nm
after excitation at 280 nm.

2.11. Molecular Modeling (Docking). The structural opti-
mization of the harpalycin 2 ligand was initially achieved
using the AM1 method [19] implemented in the BioMed-
Cache program (BioMedCache, 1989) with default values
for the convergence criteria. Docking calculations were per-
formed with the GOLD 4.0 program [20] in order to obtain
the relative in silico affinities of the Har2 ligand with respect
to the sPLA,; targets. The sPLA, structures were taken from
the RCSB Protein Data Bank (http://www.pdb.org/), under
the PDB ID: 1GMZ, 2QOG, 1PSH, and 1POC, respectively,
for PrTX-III, Cdt F15, Naja, and Apis.

The docking calculations were performed taking advan-
tage of the flexibility of the Har2 ligand, by activating its
rotational degrees of freedom. The active site was defined
as all atoms within a radius of 10.0 A from the residue 48
(His or Asp), which is an important residue according to the
literature [21, 22].

2.12. Statistical Analysis. Results were expressed as the mean
+ SEM of replicated experiments. The significance of differ-
ences between means was assessed by an analysis of variance,
followed by a Dunnett’s test where several experimental
groups were compared with the control group. The confi-
dence limit for significance was set at P < 0.05.

3. Results and Discussion

Natural products from plants are of potential interest for the
treatment of a number of inflammatory diseases. They serve
as template molecules for the development of new drugs
and prototypes [12]. Flavonoids are polyphenolic com-
pounds widely distributed in plants. Due to their various
effects on immune and inflammatory systems, these com-
pounds are currently of great pharmacological interest [3].
There are several reports demonstrating that flavonoids are
able to inhibit PLA, activity, arachidonic acid release, and
the formation of arachidonic acid metabolites [3, 4, 13].
In particular, isoflavones have also been reported to show



FiGURE 1: The structure of harpalycin 2.

anti-inflammatory activities, including inhibition of phos-
pholipases A, and COX-1/2 [17, 18]. Harpalycin 2 (Har2)
was isolated as a white amorphous solid with m.p. 232.6—
234.4°C. Its molecular formula of C,;H13O7 was established
by the molecular ion at m/z 382 Daltons in the MS spec-
trum. Structure elucidation was performed by spectroscopic
means, including 1D and 2D NMR, and comparison with the
data from literature [14]. The structure of Har2 is shown in
Figure 1.

Group IIA secretory phospholipases A, may be cat-
alytically active or inactive depending on the amino acid
residue 49. In catalytically active isoforms, this residue is
occupied by an aspartic acid [24]. Cotrim et al. [5] showed
through docking calculations that the chemical treatment of
crotoxin B (Cdt F15) with quercetin lead to an inhibition
of enzymatic activity due to the fact that quercetin binds
in the vicinity of His48 and Asp49 residues. Herein, Har2
inhibits all sSPLA, tested when the treatment was made before
the substrate addiction, with percentages of inhibition at
about 58.7% for PrTX-III, at 78.8% for Cdt F15, at 87.7%
for Apis, and at 88.1% for Naja secretory phospholipase A,
(Figure 2). These percentages of inhibition were greater than
p-bromophenacyl bromide (~40%), a well-known sPLA,
inhibitor [5].

Neutralization of edema induced by exogenous sPLA,
administration performed in mice paws by harpalycin 2
showed significant inhibition of the edema initial step
induced by PrTX-III, Cdt F15, Apis, and Naja (Figure 3).
This first step is correlated with histamine/serotonin involve-
ment [24]. The edema-inducing effect of sSPLA, s could be
attributed to their ability to hydrolyse phospholipids; how-
ever Lys49 phospholipase A;-homologues can also induce
edema in the absence of PLA, activity, which implies a
different mechanism of action for this pharmacological effect
[24]. In this case, all sPLA, tested were catalytic active and
the partial inhibition of edema formation may be correlated
to the inhibition of phospholipids catalysis by the isoflavone.

Harpalycin 2 was able to inhibit the myotoxic activity of
the venom secretory phospholipases A, tested in this study
(Figure 4), which is a pharmacological activity shared by
several types of snake venom sPLA; [25]. This model, when
studied using Asp49 sPLA,, is interesting for evaluation of
the interfacial activation of the sPLA;s, since myotoxicity
is directed linked with enzymatic activity in the catalytic
sPLA, isoforms [7]. Recently, involvement of potassium,
ATP, calcium, and purinergic receptors in the myotoxic
activity of snake venom sPLA, was described by Cintra-
Francischinelli et al. [23]. The authors emphasized the role
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Ficure 2: Effect of harpalycin 2 (Har2) on enzymatic activity of
sPLA, from Bothrops pirajai (PrTX-III), Crotalus durissus terrificus
(Cdt F15), Apis mellifera (Apis), and Naja naja (Naja) venom
expressed as initial velocity of reaction after 20 min (Vo). (a)
Native sSPLA, enzymatic activity and (b) harpalycin 2 treated sPLA,
enzymatic activity. Data expressed as mean + S.E.M. and analyzed
by ANOVA followed by Dunnett’s test, with *P set at 0.05.

of the purinergic receptor P2X and its inhibitors in the extent
of muscle tissue damage, giving an additional explanation to
the finding that the antitrypanosomal drug suramin provides
protection from the toxic effect of the Lys49 myotoxins of the
Bothrops jararacussu and Bothrops asper venoms. Suramin
also binds to P2X channels, and this property could, at least
in part, account for its myotoxic inhibitory activity. Several
flavonoids and isoflavones antagonize purinergic receptors
[26] which could explain in part the inhibitory effect of these
compounds in the myotoxic activity of snake venom sPLA,.

In order to elucidate the anti-inflammatory activity of
harpalycin 2, we further examined the ability of Har2 to
inhibit the enzymatic activity of COX-1/2 and LOX 15hrc
and 15syP1 as well as bovine pancreas PLA, and human
group V PLA,. Har2 showed lower ICsy values for both
bovine and human sPLA, than for COX-1/2 and LOX
enzymes, as shown in Table 1. These results showed that
harpalycin 2 has probably more affinity for sPLA;, than for
other proinflammatory enzymes.

Aiming to understand how harpalycin 2 interacts with
these sPLA;s, CD spectroscopy, fluorescence analysis, and
docking calculations were performed. Fluorescence profile
analysis of Har2, sPLA;s, and Har2:sPLA;s showed signifi-
cant changes in the spectral fluorescence profile among Har2
and the sPLA, treated with Har2. CD analysis of native
and Har2-treated sPLA, revealed that the treatment induced
discrete unfolding of sPLA;, which did not modify the
tridimensional structure of the proteins (See supplementary
material, available at doi: 10.1155/2012/987517).

The sPLA, structures were represented by the PDB IDs
1GMZ, 2QOG, 1PSH, and 1POC, respectively, for PrTX-III,
Cdt F15, Naja, and Apis. The calculated docking score values
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F1Gurek 3: Effect of harpalycin 2 (Har2) on edema formation after a single subplantar injection of sPLA; (25 ug/paw) from (a) Bothrops pirajai
(PrTX-III), (b) Crotalus durissus terrificus (Cdt F15), (c) Apis mellifera (Apis), and (d) Naja naja (Naja) venom expressed as the increase in
paw volume (uL). Native sPLA, edematogenic activity is represented by circles whereas harpalycin 2 treated sPLA, edematogenic activity is
showed as squares. Data expressed as mean + S.E.M. and analyzed by ANOVA followed by Dunnett’s test, with * P set at 0.05.

TaBLE 1: Inhibition of enzymatic activity of proinflammatory
enzymes by harpalycin-2.

Enzymes 1Cso (ug/mL)
PrTX-1I1 11.34
BPPLA, 11.90
HGVPLA, 27.42
COX-1 131.90
COX-2 32.73
LOX 15HRC 55.96
LOX 15SY N/D
Note: PrTX-III (piratoxin-III); BPPLA, (bovine pancreas PLA;);

HGVPLA; (human group V PLA;); COX-1 (cyclooxygenase-1); COX-2
(cyclooxygenase-2); LOX 15HRC (Lipoxygenase 15hrc); LOX 15SY (Lipoxy-
genase 15sy). N/D (Not determined).

(GOLD scores) for these targets were 33.93, 44.12, 55.26, and
51.23, respectively, for PrTX-III, Cdt F15, Naja, and Apis.
One can see in Figure 5 that an interesting trend between
the in silico (docking scores) and in vitro (percentages of
inhibition) results was observed. This means that greater sta-
bility (the most positive docking score values) of the complex
between the harpalycin 2 and the four sPLA, enzymes is
related to greater inhibition percentage of the enzymatic
activities. Thus, harpalycin 2 has inhibitory capacity against
the enzymatic, edematogenic, and myotoxic activities from
neurotoxic venom secretory phospholipases A;, probably
due to the interaction with residues 48 and 49 in the active
site of these toxins. Comparing the amino acid sequences
alignment performed by Clustal X [27] among the four
sPLA,, we found that the Apis has a more specific sequence
(with an identity of 24% as compared with PrTX-III) while
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F1GURE 4: Inhibition of myotoxic activity of sPLA; (25 ug/mice) from Bothrops pirajai (PrTX-111), Crotalus durissus terrificus (Cdt F15), Apis
mellifera (Apis) and Naja naja (Naja) venom expressed as creatine kinase release on plasma. (a) Native sPLA, myotoxicity and (b) harpalycin
2 (Har2) treated sPLA, myotoxicity. Data expressed as mean + S.E.M. and analyzed by ANOVA followed by Dunnett’s test, with *P set at

0.05.
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F1GURE 5: Trend between docking scores performed by GOLD 4.0 (in silico) and percentages of inhibition of the enzymatic activity (in vitro).
The values near the points represent the percentage of inhibition for each PLA2, with the respective PDB ID below. The PDB ID: 1GMZ,
2QOG, 1PSH, and 1POC were used, respectively, for PrTX-III, Cdt F15, Naja, and Apis.

the other three sequences are similar to each other (identity
values of 44% for Naja and 57% for Cdt F15, when compared
to PrTX-III), Figure 6(a). Considering the secondary and
tertiary structures, the difference between the Apis and the
others is more relevant. Therefore, we performed a structural
alignment only for PrTX-III, Cdt F15, and Naja, using
PyMOL [28], as shown in Figure 6(b). The great similarity
among these three PLA; is probably related to their evolu-
tionary origin from snake venoms, where PrTX-III and Cdt
F15 are classified as GIIA, while Naja is classified as GIA).
Using the 1PSH (Naja) target as example, because it repre-
sents the best result, a detailed inspection for the molecular
reasons of the good inhibition behavior of the harpalycin 2
in this target can be found in Figure 7. The most important
residues in the active site, including HIS48 and ASP49, are

labeled and are involved in polar interactions with harpalycin
2.

This data corroborates both ethnopharmacological uses
of this plant by Brazilian northeast population: the treatment
of snake bites, as SPLA; s are the main toxins in these venoms
and, and as anti-inflammatory, due to the main role of sPLA,
in the inflammatory cascade of events. The data also pointed
to a possible anti-inflammatory activity of this isoflavone
mainly in disorders which involve sPLA;, such as asthma and
rheumatoid arthritis.

Abbreviations

Cdt F15: Crotoxin B from Crotalus durissus terrificus
COX-1/2: Cyclooxygenase-1/2
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FIGURE 6: (a) Multiple sequence alignment of PrTX-III, Cdt F15, Naja and Apis, with the PDB ID: 1IGMZ, 2QOG, 1PSH and 1POC,
respectively. ClustalX was used with default setup. (b) Structure alignment of the PLA2 (cartoon model) with their respective docking
solutions for harpalycin 2 (stick model): PrTX-III (green), Cdt F15 (red), and Naja (blue). Figure generated using PyMOL [28].

ALA23 GLY30
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TYR64
®
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FIGURE 7: Panoramic (a) and detailed (b) view of the best docking solution obtained with the 1PSH (Naja) target. Important residues,
directly involved in intermolecular interactions with the inhibitor (harpalycin 2), are labeled. The Ca®" atom of the catalytic center was also
represented in the figure.

CK: Creatine kinase PAF: Platelet activation factor
gVPLA;: Group V phospholipase A, PLA;: Phospholipase A,
Har2:  Harpalycin 2 PrTX-III: Piratoxin-III

LOX:  Lipoxygenase sPLA,:  Secretory phospholipase A,.
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Abstract

Background: Harpalycin 2 (HP-2) is an isoflavone isolated from the leaves of Harpalyce brasiliana Benth., a
snakeroot found in northeast region of Brazil and used in folk medicine to treat snakebite. Its leaves are said to be
anti-inflammatory. Secretory phospholipases A, are important toxins found in snake venom and are structurally
related to those found in inflammatory conditions in mammials, as in arthritis and atherosclerosis, and for this
reason can be valuable tools for searching new anti-phospholipase A, drugs.

Methods: HP-2 and piratoxin-Ill (PrTX-lll) were purified through chromatographic techniques. The effect of HP-2 in
the enzymatic activity of PrTX-lll was carried out using 4-nitro-3-octanoyloxy-benzoic acid as the substrate. PrTX-ll
induced platelet aggregation was inhibited by HP-2 when compared to aristolochic acid and p-bromophenacy!
bromide (p-BPB). In an attempt to elucidate how HP-2 interacts with PrTX-lll, mass spectrometry, circular dichroism
and intrinsic fluorescence analysis were performed. Docking scores of the ligands (HP-2, aristolochic acid and p-BPB)
using PrTX-lIl as target were also calculated.

Results: HP-2 inhibited the enzymatic activity of PrTX-lll (ICso 11.34+0.28 ug/mL) although it did not form a stable
chemical complex in the active site, since mass spectrometry measurements showed no difference between native
(13,837.34 Da) and HP-2 treated PrTX-lll (13,856.12 Da). A structural analysis of PrTX-lll after treatment with HP-2
showed a decrease in dimerization and a slight protein unfolding. In the platelet aggregation assay, HP-2 previously
incubated with PrTX-lll inhibited the aggregation when compared with untreated protein. PrTX-lll chemical treated
with aristolochic acid and p-BPB, two standard PLA, inhibitors, showed low inhibitory effects when compared with
the HP-2 treatment. Docking scores corroborated these results, showing higher affinity of HP-2 for the PrTX-lll target
(PDB code: 1GMZ) than aristolochic acid and p-BPB. HP-2 previous incubated with the platelets inhibits the
aggregation induced by untreated PrTX-lll'as well as arachidonic acid.

Conclusion: HP-2 changes the structure of PrTX-lll, inhibiting the enzymatic activity of this enzyme. In addition,

PrTX-lll platelet aggregant activity was inhibited by treatment with HP-2, p-BPB and aristolochic acid, and these
results were corroborated by docking scores.

Keywords: PrTX-lll, Phospholipase A,, Bothrops pirajai, Harpalyce brasiliana, Isoflavone
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Background

Medicinal plants have been used in traditional medicine as
an alternative and supplementary therapy to treat snakebite
poisoning, and many other health problems, such as in-
flammatory disorders [1]. In 1982, Nakagawa et al. [2]
tested the anti-ophidian activity of “Especifico Pessoa”, a
Brazilian phytotherapic tincture used in folk medicine to
treat snakebite, mainly in the Amazon region. Two preny-
lated pterocarpans, the cabenegrins A-I and A-II, had been
pointed out as responsible for this activity. Several years
later, the same compounds were found in Harpalyce bra-
siliana Benth (Papilionoideae), popularly known in the
Northeast of Brazil as “raiz-de-cobra” (Port. Lit.: snake-
root). Its roots have been used to treat snakebite [3], while
its leaves are claimed to be anti-inflammatory [Personal
ethnopharmacological survey].

Secretory phospholipases A, (sPLA,) are present in most
snake venoms and show important neurotoxic and myo-
toxic activities, and most of them are not fully neutralized
by commercial antivenom sera [4]. Flavonoids exhibit dif-
ferent inhibitory levels in group I sPLA,s from porcine
pancreas and Naja naja venom, and in group II sPLAjs
from Vipera russelii and Crotalus atrox venoms. The most
important regions involved in the inhibition of sPLA, have
been reported to be the hydroxyl groups at 30- and 40-
positions [5,6]. Iglesias et al. [7] showed that flavonoids
such as morin can modify the secondary structure of the
snake venom sPLA,. Toyama et al. [8] showed that 7-
hydroxycoumarin interacts with sPLA, and causes some
structural modifications, indicating its potential use to sup-
press inflammation induced by sPLA,.

Group II sPLA, enzymes have been found in inflamma-
tory sites in animal models, as well as in synovial fluids
from patients with rheumatoid arthritis and a number of
inflammatory diseases, in which, a correlation between
serum sPLA, levels and disease activity has been observed
[9,10]. Exogenous administration of sPLA,, such as snake
venom sPLA,, induces and/or exacerbates inflammatory
response in animals [11,12]. Structural analyses revealed
that snake venom sPLA;s have a similar molecular profile
to those of human secretory PLA,s as well as a conserved
catalytic site [13], thus making them useful tools for the
search of new anti-phospholipase A, drugs.

Pterocarpans have been pointed out as possible com-
pounds involved in snakebite protection of “Especifico Pes-
soa”. These molecules are characterized as a group of
isoflavonoids formed from isoflavones. Here, the anti-
phospholipasic activity of harpalycin 2 (HP-2), an isofla-
vone isolated from the leaves of Harpalyce brasiliana
Benth.,, against PrTX-III was investigated. Aristolochic acid
and p-bromophenacyl bromide were used as gold stan-
dards sPLA, inhibitors. PrTX-III is a catalytically active,
hemolytic and platelet aggregant D49 sPLA,, isolated from
the Bothrops pirajai venom [14].
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Methods

Venom

Bothrops pirajai venom was purchased from Bio-Agents
Serpentarium in the city of Batatais (Sdo Paulo, Brazil).

Plant material

Leaves of Harpalyce brasiliana Benth. were collected at
the Chapada do Araripe, Barbalha (Ceard, Brazil) by Prof.
Edilberto Rocha Silveira. Botanical authentication was
made by Prof. Edson P. Nunes of the Department of Biol-
ogy, Federal University of Ceard. Voucher specimen (num-
ber: 32 525) has been deposited at the Prisco Bezerra
Herbarium (EAC), Department de Biology, Federal Univer-
sity of Ceard, Fortaleza (Ceard, Brazil).

General procedures

The mass spectra were obtained on a Hewlett-Packard
5971 mass spectrometer by electron impact ionization
(70 eV). ' H and **C NMR spectra were recorded on a Bru-
ker Avance DRX-500 (500 MHz for 1 H and 125 MHz for
13C); chemical shifts were expressedin scale and were
referenced to residual DMSO (2.5 and 39.5 ppm). Silica
Gel 60 (Merck, 70-230 mesh) was used for analytical TLC.
Column chromatographies were performed over silica gel
(Merck, 60 F254 230—400 mesh).

Extraction and isolation of harpalycin 2

Leaves of Harpalyce brasiliana were pulverized and
extracted with EtOH at room temperature. The solvent
was removed under reduced pressure which produced a
dark viscous extract (HBFE). Liquid-liquid partition of a
water suspension of HBFE (110 g) using petrol ether,
CHCI;, EtOAc and n-BuOH yielded five fractions after
solvent evaporation or lyophilization: HBFEEp (24.5 g),
HBFEC (224 g), HBEEA (6.8 g), HBFEB (304 g) and
HBFEAq (21.2 g).

Flash chromatography of HBFEC (12.0 g) using n-
hexane and EtOAc as binary mixtures of increasing polar-
ity afforded 30 fractions, which were pooled in 9 fractions
after thin layer chromatography (TLC) analysis. HBFEC
(10-12) presented a yellow precipitate, yielding 120.0 mg of
a white amorphous solid (m.p. 206.9-208.9°C). Spectromet-
ric analysis showed the structure of the isoflavone harpaly-
cin 2. The fractions HBFEC (8-9) and HBFEC (13-17)
were purified, using the same method, yielding more
200.0 mg of harpalycin 2 (HP-2).

Purification of PrTX-llI

Bothrops pirajai venom was first fractioned in two con-
secutive chromatographic steps as described by Toyama
et al. [15]. Approximately 20 mg of the lyophilized venom
was dissolved in 250 pL of 0.05 M ammonium bicarbonate,
pH 7.8 (Buffer A). After homogenization, venom solution
was clarified by centrifugation at 10,000 rpm for 3 min.
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The supernatant was inserted into a Protein Pack SP 5PW
column (0.78 x 7.0 cm) and the elution performed using a
linear gradient of concentration between 0.05 and 1.0 M
ammonium bicarbonate with 750 pL of 0.1% (v/v) trifluor-
oacetic acid (Buffer B). The fractions were collected, lyo-
philized and clarified by centrifugation and the supernatant
inserted into a p-Bondapack C18 column (0.78 c¢cm x
30 cm) (Waters 991-PDA system). Elution of peaks pro-
ceeded with a linear gradient between 0% and 66.5% (v/v)
acetonitrile (solvent B) in 0.1% (v/v) trifluoroacetic acid, at
a flow rate of 2.0 mL/min. Absorbances were monitored at
280 nm. Fractions were collected, lyophilized and stored
at —20°C. The PrTX-III fraction was identified by the re-
tention time and the measurement of the catalytic activity
(since PrTX-III is the activity isoform of B. pirajai venom).
The purity degree of PrTX-III was evaluated by Tricine
SDS-PAGE and by mass spectrometry on a MALDI-TOF
mass spectrometer, as previously described [12,16].

Measurement of sPLA, activity

sPLA2 activity was measured following the protocols
described by Lee et al. [13] and modified by Toyama et al.
[12] for 96-well plate, using 4-nitro-3-octanoyloxy-benzoic
acid (4N3OBA, manufactured by BIOMOL, USA) as the
substrate. Enzyme activity, expressed as the initial velocity
of the reaction (Vo), was calculated based on the increase
in absorbance after 20 min. All assays were performed
using n=12 and absorbances at 425 nm were measured
using a SpectraMax 340 multiwell plate reader (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA). After the addition of sPLA,
(20 pg), the reaction mixture was incubated for 40 min at
37°C, and the absorbance read at 10 min intervals. For the
estimation of the ICs, of harpalycin 2 for PrTX-III, differ-
ent concentrations of HP-2 (5, 10, 20, 40 and 80 pg) were
added to each well. The remaining enzymatic assay was
conducted as described above. Harpalycin 2 was previously
dissolved in DMSO 1%.

Incubation of sPLA, with harpalycin 2 and purification of
HP-2 treated sPLA, (PrTX-lll: HP-2) and amino

acid analysis

The incubation of sPLA, with HP-2 (w: w; 1:4), followed
the procedures described by Iglesias et al. [7]. Briefly, HP-2
was dissolved in DMSO 1%. 250 pL of HP-2 solution was
added to 1,000 pL of homogenized solution of PrTX-IIL
The mixed solution was incubated for 60 min in a water
bath at 37°C. Samples of 200 pL of this mixture were
loaded into a preparative reverse phase HPLC column to
separate the treated enzyme (PrTX-III: HP-2) from HP-2.
After column equilibration with buffer A (aqueous solution
of 0.1% TFA), samples were eluted using a discontinuous
gradient of buffer B (66.6% of acetonitrile in 0.1% TFA) at
a constant flow rate of 2.0 mL/min. The chromatographic
run was monitored at 214 nm for detection of PrTX-III,
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PrTX-III: HP-2 and HP-2. 1 nmol of purified protein
(PrTX-III or PrTX-III: HP-2) was hydrolyzed with 6 N HCI
(200 pL) in the presence of 10uL of phenol solution for
prevention of unspecific amino acid oxidation. Amino acid
hydrolysis was performed at 106°C for 24 h. After this time,
the excess HCl was removed and the hydrolyzed amino
acids were rehydrated with a solution of ethanol: water:
triethylamine (v: v; 2:2:1). Post-column derivatization was
performed with an aqueous solution of phenylisothiocya-
nate (ethanol: water: triethylamine: phenylisothiocyanate; v:
v; 7:1:1:1). Samples and amino acid standards were deriva-
tized using a PICO-TAG amino acid analyzer system
(Waters, USA).

Molecular exclusion chromatography

A molecular exclusion chromatography was initially per-
formed using an AP-1 column (Waters, 1x60 cm) previous
packed with Superdex 75 (GE Healthcare Pharmacia) as
previously described by Oliveira et al. [17]. For molecular
exclusion chromatography of the PrTX-III and PrTX-IIL
HP-2 as well as the protein marker, 1 mg of the protein
sample was dissolved in the same buffer used for equilibra-
tion of the chromatographic column and sample elution
(Potassium phosphate buffer 0.05 M, pH 7.5). Samples
were dissolved in 250 pL of this buffer and then centri-
fuged at 4,500 ¢ for 5 minutes. 200 pL of supernatant was
recovered and taken at 37°C for 60 minutes before injec-
tion into the column. Injections of 25 pL of each sample
were carried out through the column; and elution of frac-
tions was performed under isocratic condition with con-
stant flow rate of 0.2 mL/min and monitored at 280 nm.

Mass spectrometry

The molecular mass of PrTX-III and PrTX-III: HP-2 were
determined by matrix-assisted laser desorption ionization-
time-of-flight (MALDI-TOF) mass spectrometry using a
Voyager-DE PRO MALDI-TOF mass spectrometer (Ap-
plied Biosystems®, Life Technologies™™, USA). One micro-
liter of samples (PrTX-III and PrTX-III: HP-2) in 0.1%
TFA was mixed with 2 pL of the matrix a-cyano-4-hydro-
xycinnamic acid, 50% acetonitrile, and 0.1% TFA (v/v). The
matrix was prepared with 30% acetonitrile and 0.1% (v/v)
TFA. The equipment conditions were as follows: accelerat-
ing voltage of 25 kV, laser fixed at 2,890 uJ/com2, delay of
300 ns and linear analysis mode.

Circular dichroism spectroscopy

Purified enzymes - native and HP-2 treated PrTX-III — were
dissolved in a 10 mM sodium phosphate buffer (pH 7.4) and
the final protein concentrations were adjusted to 8.7 mM.
After centrifugation at 4,000 ¢ for 5 min, samples were trans-
ferred to a 1 mm pathlength quartz cuvette. Circular dichro-
ism spectra in the wavelength range of 185-300 nm were
acquired in-house with a J720 spectropolarimeter (Jasco®,
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Japan) using a bandwidth of 1 nm and a response time of
1 s. Data collection was performed at room temperature
with a scanning speed of 100 nm/min. Nine scans were
taken for each sample and all spectra were corrected by
subtraction of buffer blanks.

Intrinsic fluorescence

The relative intrinsic fluorescence intensity of native
PrTX-III or HP-2 treated PrTX-III (PrTX-III: HP-2) was
monitored with a spectrofluorimeter (Shimadzu®, Japan).
2.0 mL of the reaction mixtures, consisting of 100 mM
Tris—HCI buffer (pH 7.4), sPLA, (200 pg/mL) and 5 mM
CaCl,, were put into a 10 mm pathlength quartz cuvette.
Fluorescence was measured at between 300 and 450 nm
after excitation at 280 nm.

Platelet aggregation studies

The platelet aggregation activities were conducted as
described by Oliveira et al. [18] and dos Santos et al. [19].
Venous blood was collected with informed consent from
healthy volunteers who formally denied taking any medica-
tion in the previous 14 days. All experiments using human
material were carried out according to Helsinki Declar-
ation and were approved by the Ethical Committee for
Human Research of State University of Campinas under
the no. 0323.0.1.146.000-09. Blood was collected by a two-
syringe technique using polypropylene syringes and
19-gauge needles, and immediately transferred into poly-
propylene tubes containing 1/10 of final volume of 3.8%
trisodium citrate. After removing the platelet-rich plasma
(PRP), the remaining blood was prepared by centrifugation
at 200¢ for 10 min and the washed platelet solution (WP)
was obtained from the residue by centrifugation of citrated
blood at 1,500g for 20 min. The platelets were left for
1 hour at room temperature to recover their sensitivity to
aggregating agents. Platelet counts were performed on a
Coulter S Plus (Coulter Electronics, Hialeah, FL) or by
phase-contrast microscopy. Platelet aggregation was car-
ried out using 400 uL of the washed platelets solution in a
cuvette and kept at 37°C with constant stirring. The
desired concentration of protein was added and 3 minutes
after to the addition, the aggregation was recorded for
5-10 min by using an aggregometer (Payton Scientific Inc.,
USA). Aggregation experiments were performed with
10 pg of PrTX-III and PrTX-III: HP-2., PrTX-IIL: aristo-
lochic acid or PrTX-III: p-bromophenacyl bromide. In
order to elucidate HP-2 mode of action, 10 pL of HP-2
(5 mg/mL), AACOCF3 (1 mM) and INDO (1 mM) were
added 5 minutes before the addition of native PrTX-III
(10 pg) or arachidonic acid (AA, 50 mM).

Docking studies
The structural optimizations of the harpalycin 2 (HP-2),
aristolochic acid (Aris Ac) and p-bromophenacyl bromide
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(p-BPB) ligands were initially achieved using the AM1
method [20] implemented in the BioMedCache program
[21] with default values for the convergence criteria. Dock-
ing calculations were performed with the GOLD 4.0 pro-
gram [22] to obtain the in silico affinity of the ligands with
respect to the PrTX-III target. The tridimensional coordi-
nates of the target were taken from the RCSB Protein Data
Bank (PDB), under the PDB code 1GMZ, as a dimeric qua-
ternary structure. The “A” chain was chosen for all the cal-
culations. The docking calculations were performed to
consider the flexibility of all the ligands and the flexibility
of the target, in order to represent the induced fit gener-
ated by the presence of non-native ligands, using the fol-
lowing approach: the residues Phe5, Ile9, Phel8, Tyr21,
Val22, Tyr27, His47, Asp48, Lys60 and Phe96 were config-
ured in such a way that their side-chain torsions were con-
sidered active during the calculations. The active site was
defined as all the atoms within a radius of 8.0 A from the
co-crystallized isopropyl alcohol (IPA).

Statistical analysis

Results were expressed as mean+ S.E.M. and analyzed by
ANOVA followed by Dunnett’s test using GraphPad
Prism® 5.0 with significance set at p < 0.05*,

Results

Harpalycin 2 (HP-2) was isolated as a white amorphous
solid with m.p. 232.6-234.4°C. Its molecular formula of
Cy1H;1507 was established by the molecular ion at m1/z 382
Daltons in the MS spectrum. Structure elucidation was
performed by spectroscopic means, including 1D and 2D
NMR, and comparison with the data from literature [3].
Harpalycin 2 (HP-2) showed a potent inhibitory capacity
when compared to the classical sPLA, inhibitor p-
bromophenacyl bromide (p-BPB), with an ICs calculated
at 11.34+ 0.28 pg per well, whereas p-BPB showed only a
marginal inhibition of PrTX-III catalytic active (Figure 1a).
The isolation of PrTX-III yielded 15% (w: w). Native PrTX-
III subjected to molecular mass exclusion chromatography
showed the presence of a main fraction with a molecular
mass that was estimated at 25,000 Da and a minor fraction
with molecular mass estimated at 14,000 Da. The chroma-
tographic profile of PrTX-III: HP-2 revealed the presence
of a main fraction, which had its molecular mass estimated
at 14,000 Da, and a minor fraction with molecular mass of
20,000 Da. According to our data, the main fraction eluted
from the sample of PrTX-III: HP-2 represented approxi-
mately 90% of the total. These results showed that HP-2
treatment of PrTX-III induced a reduction of the
dimerization of PrTX-III, while the native PrTX-III showed
a typical transition from the monomer to dimmer
(Figure 1b). The chromatographic results were also corro-
borated using a Tricine SDS-PAGE analysis (Figure 1c).
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Figure 1 a. Demonstrates the inhibitory effect induced by
p-BPB and HP-2 on the enzymatic activity of PrTX-IIl in
presence of 4-nitro-3-octanoyloxy-benzoic acid as substrate of
the enzymatic reaction. Phospholipasic A, activity was expressed
as Vo at 425 nm. Each point represents the mean + SEM (n=12) and
*p < 0.05. b shows the molecular exclusion chromatography of the
PrTX-lll and PrTX-Il previously treated with HP-2 (PrTX-lll: HP-2). Both
samples were subjected to the same chromatographic run
conditions. ¢ displays the Tricine SDS-PAGE profile where the MK
was the low molecular weight marker.

The reverse phase HPLC profile of native PrTX-III indi-
cated that sPLA, fraction was eluted at 31.7 minutes
whereas PrTX-III: HP-2 was eluted at 32.3 minutes, show-
ing a discreet shift in the retention time of this protein
(Figure 2a). The amino acid analysis of native and PrTX-III
previously treated with HP-2 did not revealed changes in
the amino acid amount in both samples (Figure 2b). Mass
spectrometry data from the native PrTX-III and PrTX-IIL
HP-2 showed masses of 13,750.3 Da and 13,736.2 Da, re-
spectively. These results suggest that binding of the HP-2
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with PrTX-III did not involve the formation of stable com-
plexes. The discrepancy between results from the molecu-
lar mass HPLC, amino acid analysis and spectrometric
studies is probably due to the presence of HCl 6 N used
for rupturing the amino acid bond that could revert the
acid condition of some amino acids or restore the H' lost
in the reaction with HP-2 with PrTX-IIL. This is true for
the PICO-TAG amino acid analysis based in the post col-
umn derivatization and the final results also did not differ-
entiate Asp from Asn or Glu from Gln.

The CD spectra of the PrTX-III: HP-2 showed an evident
decrease of total alpha-helix as well as an increase of beta-
sheets when compared with the spectra of native PrTX-III,
suggesting a partial unfolding of the protein induced by
HP-2 treatment (Figure 3a). This data was reinforced by
the increase in the tryptophan fluorescence of the treated

protein as seen in Figure 3b.
g
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: i1
1.8
1.6
—_ —100
1.4 5 -+
— 80 1
- 1
.1 ik " = 1
2 101 [~ 90
< 0.8 - 40 2
F 8
- 205
| @
— 00

00 10 20 30 40 50
Time (min)

b) PrTx-ll PrTx-lIl:HP-2
Asx 13.02 | 13 12.67] 13
Glx 06.87 | 07 07.12 | 07
Ser 01.97 | 02 01.87 | 02
Gly 11.78 | 12 11.67 | 12
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Leu 10.34 | 10 09.78 | 10
Phe 03.21 | 03 02.88 | 03
Lys 14.12 | 14 13.87 | 14
Trp 02.12 | 02 02.03| 02

Figure 2 A.Shows the reverse phase HPLC profile of the PrTX-III
and the PrTX-Ill from the incubation with HP-2. Both samples
were eluted at same chromatographic conditions using a linear
discontinuous increasing of buffer B. The amino acid analysis of
PrTX-ll and PrTX-lll: HP-2. The amino acid counting was expresses as

number of each amino acid residues found by each mol of protein.
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The platelet aggregation observed for native PrTX-III
was blocked by treatment of PrTX-III with HP-2, and par-
tially inhibited by the treatment with aristolochic acid (Aris
Ac) p-BPB (Figure 4a). Figure 4a also shows that the
PrTX-III treated with HP-2 was able to trigger an initial
platelet aggregation of approximately 20%, which was rap-
idly reverted. This effect was not very evident for the treat-
ment of PrTX-III with aristolochic acid. HP-2 previously
added to the platelets inhibited the aggregating effect
induced by arachidonic acid as well as the effect induced
by PrTX-III (Figure 4b). The effect of HP-2 was similar
that of AAOCF3 (arachidonyl trifluoromethyl ketone), a
specific PLA, inhibitor. Previous treatment with indometh-
acin only partially inhibited the aggregation induced by
PrTX-III (Figure 4c), showing that the phospholipase A,
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Figure 3 a. displays the CD spectra of native PrTX-Ill and

PrTX-lll treated with HP-2. Data over the range 185-260 nm is

shown and CD spectra are expressed in theta machine units in

millidegrees. b shows the fluorescence curves of untreated sPLA,
(PrTX-IIl) and HP-2 treated sPLA, (PrTX-IIl: HP-2).
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activity is crucial to full platelet aggregation but that the
PLA, downstream cascade is also involved, which was cor-
roborated by the fact that HP-2 also inhibited arachidonic
acid induced platelet aggregation.

The superposition of the best docking solutions for
the harpalycin 2 (HP-2), aristolochic acid and p-
bromophenacyl bromide ligands can be observed in
Figure 5. The docking scores for these calculations were
36.78, 35.29 and 26.63, respectively, showing a better affin-
ity between the PrTX-III target and harpalycin 2, in com-
parison with aristolochic “acid and p-bromophenacyl
bromide. A detailed inspection of the binding mode of HP-
2 in PrtX-III can be found in Figure 6. The molecular rea-
sons for the greater stability (greater docking score) of the
harpalycin 2 ligand in the active site of the PrTX-III can be
explained mainly by the presence of some important inter-
molecular interactions, in particular, a hydrogen bond that
harpalycin 2 establishes with the residue Asp48, with
2.88 A (see Figure 6). The detailed comparison between
the docking results obtained for these three ligands can be
found in Table 1.

Discussion

Snake venoms are rich sources of phospholipase A, and
PLAj-homologues, active calcium-binding Asp49 enzymes
and essentially inactive Lys49 proteins, respectively. They
are responsible for multiple pharmacological effects, some
of which are dependent on catalytic activity and others of
which are not. The pharmacological or biological effects
that do not depend on enzymatic activity are driven by
other pharmacological regions or sites that include
calcium-binding loop, beta-wing and C-terminal region
[16,19,23,24]. The precise location or mapping of these
pharmacological sites is not easy to find due to the fact that
the residues involved in myotoxicity and neurotoxicity sig-
nificantly overlap, suggesting that multiple biological
effects observed in many snake venom PLA,s are a conse-
quence of superposed structural determinants on the pro-
tein surface [24]. However, the consensual idea is that
enzymatic activity of PLA, is the major factor responsible
for the majority of the pharmacological activity induced by
the PLA, in snake venom, such as inflammatory activity,
especially due to the arachidonic acid cleavage [25]. PrTX-
III showed a sigmoidal behavior on the substrate concen-
tration, which implies cooperation of substrate binding.
This effect has been described for other sPLA, such as
those isolated from Bothrops jararacussu [26] and Crotalus
durissus terrificus [17] venoms. The transition between the
monomers to dimmers increases the phospholipasic A, ac-
tivity 100 times, which could explain in part the inhibition
of PrTX-III by HP-2, since the treatment with HP-2
showed an increase of the monomer form over the dim-
meric form.
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Figure 4 Aggregation assays were performed using a protein concentration of 10 ug of native PrTX-lll or PrTX-lll previously treated
with harpalycin 2 (HP-2), aristolochic acid (Aris Ac) or p-bromophenacyl bromide (p-BPB) (a). The effect of previous incubation of platelets
with HP-2 before the administration of PrTX-lll or arachidonic acid is showed in (c). Previous incubation with AACOCF3 or INDO before the
administration of PrTX-Il is'showed in (e).(b),(d) and (f) demonstrate the platelet aggregation results after 8 minutes of experimental condition
and each point in the respective table represent the mean+SEM (n=4) and *p < 0.05.

Crystallographic studies showed that PrTX-III has puta-
tive dimmer interface identified in the crystal lattice which
brings together the calcium-binding loops of neighboring
molecules, along with the C-terminal regions which are di-
sulfide bonded to those loops, thereby offering a possible
route of communication between active sites. The inter-
action of HP-2 with PrTX-III seems to induce a chemical

modification of crucial amino acid residues involved in the
sPLA, catalysis. It could also modify some important resi-
dues related to the dimmer formation, agreeing in CD
spectra and fluorescence measurement which suggests that
HP-2 induced a partial unfolding of PrTX-III. The N-
terminal region as well as the calcium-binding loop and
the alpha-helix of sPLA, play an important role for the
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hydrogen atoms were omitted for clarity reasons.

Figure 5 Superposition of the best docking solution for the ligands harpalycin 2, aristolochic acid and p-bromophenacyl bromide
(stick models in orange, red and green colors, respectively). The co-crystallized isopropyl alcohol (IPA) is showed as a gray ball model. The

sPLA, catalysis. The modification in these region leads to
an irreversible lost of enzymatic activity of sPLA, and/or
its ability for binding to cell membrane [27].

PrTX-III induced a platelet aggregation in a dose
dependent manner and this effect was abolished by previ-
ous treatment with HP-2. At the beginning of the experi-
ment, however, we observed a slight aggregation that was
quickly reverted. Previous report by Polgar et al. [28] sug-
gests that a glycophosphatidylinositol-anchored platelet-
membrane heparan sulphate proteoglycan is the binding
site for sSPLA, on platelets. Some specific mutation studies
carried out with PLA, have shown that the binding of

secretory PLA, to this receptor involves a specific recogni-
tion of the CRD region of this receptor, which is located
near the catalytic site of PLA, and calcium-binding loop
[18]. The binding of HP-2 to the active site of PrTX-III
could interfere with this ability. The HP-2 effect on the
platelet resembles the effect induced by AACOCF3, which
is a selective PLA, inhibitor, showing a potential anti-
inflammatory effect of harpalycin 2 that could be derived
from PLA, inhibition. Indomethacin partially inhibited the
aggregating effect of PrTX-III pointing to the role of
cyclooxygenases in this pharmacological action. HP-2
could also being acting in this pathway, since it can block

hydrogen atoms were omitted for clarity reasons.

Figure 6 Detailed view of the best docking solution for the harpalycin 2 ligand. The hydrogen bonds are showed in black lines. The
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Table 1 Details of the docking results and the intermolecular interactions identified for the harpalycin 2 (HP-2),
aristolochic acid (Aris Ac) and p-bromophenacyl bromide (p-BPB) ligands with the PrTX-lll target

HP-2 Aris Ac p-BPB
inhibition% of platelet aggregation 95 55 35
GOLD score 36.78 35.29 26.63
Residues HB HP HB HP HB HP
LEU2 - yes - - - -
PHES - - - yes - yes
ILE9 - - - yes - yes
PRO17 - yes - yes - -
PHET8 - yes - - - -
TYR21 - - - yes - yes
ASP48 2.88 - - - - -
PHE% - - - yes - yes

The inhibition% of platelet aggregation data was included for comparison reasons.
* HB stands for Hydrogen Bonds and HP for Hydrophobic Interactions.
** All HB distance values are given in A.

the platelet aggregating effect induced by arachidonic acid,
which is a step forward in the downstream cascade of
PLA,/COX-1/2/eicosanoids.

These experimental results corroborate with the in silico
observations, where harpalycin 2 ligand presented a greater
affinity for the PrTX-III active site, in comparison with the
two other ligands (aristolochic acid and p-BPB). This trend
implies that the ligands with the best activities have greater
stabilities (high docking scores) within the PrTX-III target
according to the docking results, and the ligands with the
worst activities have weak interactions (low scores) with
the same target. These results suggest that the inhibition of
platelet aggregation is due to the inhibition of the inter-
action between platelet substrate and the sPLA,.

Conclusions

Our results of the harpalycin 2 effect on PrTX-III are im-
portant as they indicate a possible anti-ophidian and anti-
inflammatory activity of this compound and, as well as in
part, corroborate the ethnobotanical use that is described
for H. brasiliana in the Northeast of Brazil. The in silico
results also gave us clues about how these molecules inter-
act in the active site of phospholipases A, inhibiting their
enzymatic activity.
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